SEC62 im Lungen- und Schilddrüsenkarzonom by Linxweiler, Johannes
Aus	  dem	  Bereich	  
Theoretische	  Medizin	  und	  Biowissenschaften	  
der	  Medizinischen	  Fakultät	  
der	  Universität	  des	  Saarlandes,	  Homburg/Saar	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  
	  
	  
	  
	  	  SEC62	  im	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinom	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   Dissertation	  zur	  Erlangung	  des	  Grades	  eines	  Doktors	  der	  Medizin	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  der	  Medizinischen	  Fakultät	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  der	  UNIVERSITÄT	  DES	  SAARLANDES	  
	  
	   	   	   	   	   	   	  
2012	  
	  
	  
vorgelegt	  von:	  Johannes	  Linxweiler	  
	  
geboren	  am:	  15.02.1987	  in	  Homburg/Saar	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Institut	  für	  Medizinische	  Biochemie	  und	  Molekularbiologie	  
Universität	  des	  Saarlandes,	  Homburg/Saar	  
Institutsleiter:	  Prof.	  Dr.	  rer.	  nat.	  Richard	  Zimmermann	  
	   	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
meiner	  Familie	  gewidmet	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   	  
	  
	  
I	  N	  H	  A	  L	  T	  S	  V	  E	  R	  Z	  E	  I	  C	  H	  N	  I	  S	  
	  
Zusammenfassung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   1	  
	  
1.	  Einleitung	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   5	  
	  
1.1	  Lungenkarzinom	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   5	  
1.1.1	  Epidemiologie,	  Ätiologie	  und	  Klassifikation	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   5	  
1.1.2	  Aktuelle	  Entwicklungen:	  Molekulare	  Karzinogenese	  und	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   10
	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  personalisierte	  Therapie	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
1.2	  Schilddrüsenkarzinom	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   16	  
	   1.2.1	  Epidemiologie,	  Ätiologie	  und	  Klassifikation	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   16	  
	   1.2.2	  Genetische	  und	  molekularbiologische	  Charakteristika	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   18	  
	  
1.3	  Proteintransport	  in	  das	  endoplasmatische	  Retikulum	  (ER)	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   20	  
	   1.3.1	  Grundlagen	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   20	  
	   1.3.2	  Medizinische	  Aspekte	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   24	  
	  
1.4	  Das	  SEC62-­‐Gen	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   28	  
	   1.4.1	  Allgemeines	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   28	  
	   1.4.2	  Vorarbeiten	  zur	  Rolle	  des	  SEC62-­‐Gens	  bei	  der	  Entstehung	  maligner	  	  -­‐	  -­‐	   30	  
	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Neoplasien	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
1.5	  Zielsetzung	  der	  Arbeit	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   32	  
	  
2.	  Material	  und	  Methoden	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   33	  
	  
2.1	  Material	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   33	  
2.1.1	  Verbrauchsmaterialien	  und	  Geräte	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   33	  
2.1.2	  Chemikalien	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   34	  
2.1.3	  Antikörper	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   36	  
2.1.4	  Zelllinien	  und	  Plasmide	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   37	  
2.1.5	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   37	  
	  	  	  	  _________________________________________	  Inhaltsverzeichnis	  ________________________________________	  
	   	  
	  
2.1.6	  siRNAs	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   38	  
2.1.7	  Patienten-­‐Proben:	  Frischgewebe	  (Lungenkarzinom)	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   38	  
2.1.8	  Patienten-­‐Proben:	  FFPE-­‐Gewebe	  (Lungen-­‐	  und	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   39	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   Schilddrüsenkarzinom)	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   	  
	  
2.2	  Histologische	  Methoden	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   40	  
2.2.1	  Anfertigung	  von	  histologischen	  Schnitten	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   40	  
2.2.1.1	  Kryoschnitte	  (Frischgewebe)	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   40	  
2.2.1.2	  Paraffinschnitte	  (FFPE-­‐Gewebe)	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   40	  
2.2.2	  Immunhistochemie	  	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   41	  
2.2.2.1	  Entparaffinierung,	  Rehydrierung,	  Epitopdemaskierung,	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   41	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Primärantikörper	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	  
2.2.2.2	  Die	  SABC/DAB-­‐Detektionsmethode	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   42	  
2.2.2.3	  Die	  LSAB-­‐Detektionsmethode	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   44	  
2.2.2.4	  Kontrollen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   45	  
2.2.2.5	  Mikroskopische	  Auswertung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   46	  
2.2.3	  Immunfluoreszenz-­‐Doppelfärbung	  von	  Paraffinschnitten	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   47	  
2.2.4	  HE-­‐Färbung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   48	  
	  
2.3	  Molekularbiologische	  Methoden	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   49	  
2.3.1	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   49	  
2.3.1.1	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  Frischgewebe	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   49	  
2.3.1.2	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   51	  
2.3.1.3	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  kultivierten	  Zellen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   52	  
2.3.2	  Analyse	  von	  RNA-­‐Quanität,	  -­‐Qualität	  und	  -­‐Reinheit	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   53	  
2.3.2.1	  Spektrophotometrie	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   53	  
2.3.2.2	  Halbautomatisierte	  Kapillargelelektrophorese	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   53	  
2.3.3	  Reverse	  Transkription	  (RT)	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   54	  
2.3.3.1	  Reverse	  Transkription	  von	  aus	  Frischgewebe	  und	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	   	  	  	  kultivierten	  Zellen	  isolierter	  RNA	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   55	  
2.3.3.2	  Reverse	  Transkription	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  isolierter	  RNA	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   55	  
2.3.4	  cDNA-­‐Reinigung	  und	  -­‐Konzentrationseinstellung	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   56	  
2.3.5	  Quantitative	  real-­‐time	  RT-­‐PCR	  (qRT-­‐PCR)	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   56	  
	  	  	  	  _________________________________________	  Inhaltsverzeichnis	  ________________________________________	  
	   	  
	  
2.3.5.1	  Detektion	  mittels	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   58	  
2.3.5.2	  Auswertung	  mit	  der	  ΔΔCT-­‐Methode	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   60	  
	  
2.4	  Proteinbiochemische	  Methoden	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   61	  
2.4.1	  Proteinisolierung	  und	  -­‐quantifizierung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   61	  
	   2.4.1.1	  Proteinisolierung	  aus	  kultivierten	  Zellen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   61	  
	   2.4.1.2	  Proteinisolierung	  aus	  Frischgewebe	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   62	  
	   2.4.1.3	  Proteinquantifizierung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   62	  
2.4.2	  SDS-­‐PAGE	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   62	  
2.4.3	  Western	  Blot	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   64	  
	  	   2.4.4	  Zweidimensionale	  differentielle	  Gelelektrophorese	  (2D-­‐DIGE)	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   65	  
2.4.4.1	  Protein-­‐Markierung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   66	  
2.4.4.2	  Die	  erste	  Dimension:	  Isoelektrische	  Fokussierung	  (IEF)	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   67	  
2.4.4.3	  Die	  zweite	  Dimension:	  SDS-­‐PAGE	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   68	  
2.4.4.4	  Digitalisierung/Einscannen	  der	  Gele	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   69	  
2.4.4.5	  Auswertung	  mit	  der	  DeCyderTM-­‐Software	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   70	  
	   2.4.5	  Picken	  von	  Proteinspots	  auf	  DIGE-­‐Gelen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   72	  
	   2.4.6	  Massenspektrometrie	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   72	  
	  
2.5	  Zellkultur	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   73	  
	   2.5.1	  Kultivierung	  von	  Zellen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   73	  
	   2.5.2	  Ernten	  von	  Zellen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   73	  
2.5.3	  RNA-­‐Interferenz	  basiertes,	  posttranskriptionales	  Gen-­‐Silencing	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   74	  
2.5.4	  Plasmidtransfektion	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   75	  
2.5.5	  Immunfluoreszenzfärbung	  von	  kultivierten	  Zellen	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   76	  
2.5.6	  Phalloidin-­‐FITC	  Färbung	  zur	  Analyse	  der	  Aktinmorphologie	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   77	  
2.6	  Statistische	  Methoden	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   77	  
2.6.1	  Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   77	  
2.6.2	  Exakter	  Test	  nach	  Fisher	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   78	  
2.6.3	  Produkt-­‐Moment-­‐Korrelation	  nach	  Bravais	  und	  Pearson	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   78	  
2.6.4	  Student´s	  t-­‐Test	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   78	  
	   2.6.5	  Chi-­‐Quadrat	  Unabhängigkeits-­‐Test	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   79	  
	  
	  	  	  	  _________________________________________	  Inhaltsverzeichnis	  ________________________________________	  
	   	  
	  
3.	  Ergebnisse	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   80	  
	  
3.1	  Methodische	  Voruntersuchungen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   80	  
3.1.1	  Identifizierung	  eines	  geeigneten	  internen	  Kontrollgens	  für	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   80	  	  
	   qRT-­‐PCR-­‐Experimente	  mit	  Lungengewebe	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	  
3.1.2	  Untersuchung	  der	  PCR-­‐Effizienz	  bei	  Verwendung	  von	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   83	  	  
	   SEC62-­‐	  und	  GUSB-­‐TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
3.1.3	  Wahl	  eines	  geeigneten	  Detektionssystems	  und	  Optimierung	  des	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   85	  
	   Protokolls	  für	  immunhistochemische	  Färbungen	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
3.2	  Untersuchung	  des	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehaltes	  von	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   90	  
Lungenkarzinom	  (NSCLC)	  -­‐	  Gewebeproben	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
3.2.1	  Untersuchung	  des	  mRNA-­‐Gehaltes	  (qRT-­‐PCR)	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   90	  
3.2.2	  Korrelation	  der	  qRT-­‐PCR-­‐Ergebnisse	  mit	  epidemiologischen	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   95	  
	   und	  klinischen	  Daten	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
3.2.3	  Untersuchung	  des	  Proteingehaltes	  (IHC)	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   98	  
3.2.4	  Korrelation	  der	  IHC-­‐Ergebnisse	  mit	  epidemiologischen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   105	  	  
	   und	  klinischen	  Daten	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
3.2.5	  Ausschluss	  einer	  ER-­‐Expansion	  als	  Ursache	  für	  den	  gesteigerten	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   108	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehalt	  in	  NSCLC-­‐Gewebeproben	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
3.3	  Untersuchung	  des	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehaltes	  von	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   112	  	  
Gewebeproben	  differenzierter	  Schilddrüsenkarzinome	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
3.4	  Weiterführende	  immunhistochemische	  Untersuchungen	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   114	  
	  
3.5	  2D-­‐DIGE	  Experimente	  zur	  Identifizierung	  Sec62-­‐regulierter	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   117	  
	   Proteine/Signalwege	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	   3.5.1	  2D-­‐DIGE	  Analyse	  von	  Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   117	  
	   3.5.2	  2D-­‐DIGE	  Analyse	  von	  SEC62	  überexprimierenden	  HEK293-­‐Zellen	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   126	  
3.5.3	  Verfizierung	  der	  2D-­‐DIGE	  Ergebnisse	  durch	  Western	  Blot-­‐	  und	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   129	  
	   Immunfluoreszenz-­‐Experimente	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   	  
	  
	  	  	  	  _________________________________________	  Inhaltsverzeichnis	  ________________________________________	  
	   	  
	  
4.	  Diskussion	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   137	  
	  
4.1	  Methodische	  Voruntersuchungen	  und	  Konzeption	  der	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   137	  
	   qRT-­‐PCR-­‐	  und	  IHC-­‐Experimente	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
4.2	  SEC62	  im	  NSCLC:	  Ein	  neues	  Onkogen	  in	  der	  amplifizierten	  3q-­‐Region	   143	  
	   bei	  Plattenepithelkarzinomen	  ?	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
4.3	  SEC62	  im	  differenzierten	  Schilddrüsenkarzinom	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   152	  
	  
4.4	  Untersuchungen	  zur	  Identifizierung	  und	  Charakterisierung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   154	  
	   Sec62-­‐regulierter,	  karzinoger	  Mechanismen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   	  	  	  
	   4.4.1	  Immunhistochemie	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   154	  
	   4.4.2	  2D-­‐DIGE	  Experimente	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   156	  
	   4.4.3	  Unterssuchungen	  zur	  Verifizierung	  der	  2D-­‐DIGE	  Ergebnisse	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   161	  
	  
4.5	  Einordnung	  und	  Bedeutung	  der	  Ergebnisse	  dieser	  Arbeit	  vor	  dem	  -­‐	  -­‐	   164	  
	   Hintergrund	  aktueller	  Entwicklungen	  in	  der	  molekularen	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	  
	   Onkologie	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  
	  
Literaturvereichnis	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   167	  
	  
Abkürzungsverzeichnis	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   200	  
	  
Anhang	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   205	  
	  
Publikationsverzeichnis	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	   246	  
	  
Danksagung	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   247	  
	  
Lebenslauf	  	  	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  -­‐	  	   248	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  _________________________________________	  Inhaltsverzeichnis	  ________________________________________	  
	   	  
	   1	  
Zusammenfassung	  
	  
Die	  Zielsetzung	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  bestand	  in	  der	  Überprüfung	  von	  Hinweisen	  hinsichtlich	  einer	  
Rolle	   des	   SEC62-­‐Gens	   bei	   der	   Entstehung	   von	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomen,	   die	   sich	   im	  
Rahmen	  entsprechender	  Vorarbeiten	  ergeben	  hatten,	  sowie	  einer	  weitergehenden	  Charakterisierung	  
der	   durch	   eine	   SEC62-­‐Überexpression	   induzierten,	   onkogenen	   Mechanismen.	   Hierzu	   wurden	  
einerseits	  quantitativ-­‐deskriptive	  Untersuchungen	  (Real	  Time	  qRT-­‐PCR;	  Immunhistochemie)	  an	  einer	  
Großzahl	   von	   Lungenkarzinom-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinom-­‐Gewebeproben	   durchgeführt,	  
andererseits	   kamen	   zur	  Bearbeitung	  des	   letztgenannten	  Punktes	  diverse	   funktionell-­‐zellbiologische	  
sowie	   proteinbiochemische	   Methoden	   (Zellkultur;	   RNA-­‐Interferenz;	   Plasmidtransfektion;	   Western	  
Blot;	  Immunfluoreszenz;	  2D-­‐DIGE)	  zum	  Einsatz.	  	  
Nach	  einer	  Reihe	  methodischer	  Voruntersuchungen	  wurde	  in	  einem	  ersten	  Schritt	  mittels	  Real-­‐Time	  
qRT-­‐PCR	  bzw.	  Immunhistochemie	  der	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehalt	  in	  Gewebeproben	  von	  72	  bzw.	  
118	  Fällen	  nicht-­‐kleinzelliger	  Lungenkarzinome	  analysiert.	  Hierbei	  zeigte	  sich	  auf	  mRNA-­‐	  wie	  auch	  auf	  
Proteinebene	   eine	   signifikante	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   in	   Tumor-­‐	   gegenüber	   tumorfreien	  
Gewebeproben	   derselben	   Patienten.	   Dieser	   Effekt	   war	   sowohl	   auf	   Proteinebene	   deutlicher	  
ausgeprägt	  als	  auf	  mRNA-­‐Ebene,	  als	  auch	  bei	  Plattenepithelkarzinomen	  weitaus	  häufiger	  und	  stärker	  
als	   bei	   Adenokarzinomen	   zu	   beobachten.	   Bei	   im	   Anschluss	   durchgeführten	   statistischen	  
Auswertungen	  unter	  Einbeziehung	  zur	  Verfügung	  stehender	  klinischer	  und	  epidemiologischer	  Daten	  
zeigten	   sich	   Tendenzen	   hin	   zu	   einer	   besonders	   starken	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   bei	  
fortgeschrittenen	  klinischen	  Stadien	  sowie	  in	  schlecht	  differenzierten	  Karzinomen.	  Durch	  zusätzliche	  
qRT-­‐PCR-­‐	  und	   Immunfluoreszenz-­‐Untersuchungen	  konnte	  darüber	  hinaus	  gezeigt	  werden,	  dass	  der	  
beschriebene	   Effekt	   für	   Sec62	   spezifisch	   und	   nicht	   auf	   eine	   globale	   ER-­‐Expansion	   in	   Tumorzellen	  
zurückzuführen	   ist.	  Somit	  konnte	  das	  auf	  3q26.2	   lokalisierte	  SEC62-­‐Gen	  als	   idealer	  Kandidat	   für	  die	  
vielfach	   beschriebene	   Amplifikation	   der	   terminalen	   Region	   des	   langen	   Arms	   von	   Chromosom	   3	   in	  
nicht-­‐kleinzelligen	  Lungenkarzinomen	  identifiziert	  werden,	  welche	  in	  Übereinstimmung	  mit	  den	  hier	  
beschriebenen	   Ergebnissen	   besonders	   häufig	   bei	   pulmonalen	   Plattenepithelkarzinomen	   zu	  
beobachten	  und	  mit	  einer	  Krankheitsprogression	  assoziiert	   ist.	   In	  Analogie	  zu	  den	  bereits	   für	  nicht-­‐
kleinzellige	  Lungenkarzinome	  erläuterten	  Untersuchungen	  wurden	  anschließend	  Gewebeproben	  von	  
10	  Fällen	  differenzierter	  Schilddrüsenkarzinome	  hinsichtlich	  ihres	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehaltes	  
analysiert.	  Dabei	  zeigte	  sich	  in	  einem	  Teil	  der	  Fälle	  eine	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes,	  welche	  auch	  
hier	  auf	  Proteinebene	  gegenüber	  der	  mRNA-­‐Ebene	  deutlicher	  zu	  sehen	   jedoch	   im	  Vergleich	  zu	  den	  
bei	   Lungenkarzinomen	   gewonnenen	   Resultaten	   weit	   weniger	   ausgeprägt	   war.	   In	   Zusammenschau	  
mit	   der	   Tatsache,	   dass	   eine	   3q-­‐Amplifikation	   bei	   differenzierten	   Schilddrüsenkarzinomen	   im	  
Gegensatz	  zu	  nicht-­‐kleinzelligen	  Lungenkarzinomen	  kein	  regelmäßig	  zu	  beobachtendes	  Phänomen	  zu	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sein	  scheint,	  und	  in	  Anbetracht	  der	  geringen	  Anzahl	  untersuchter	  Fälle	  kann	  somit	  eine	  karzinogene	  
Rolle	   des	  SEC62-­‐Gens	   in	   einer	   Subgruppe	  differenzierter	   Schilddrüsenkarzinome	   vermutet	  werden,	  
die	   jedoch	   im	   Vergleich	   zur	   Situation	   bei	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinomen	   insgesamt	  weniger	  
relevant	   zu	   sein	   scheint.	   Zur	   Identifizierung	   der	   durch	   eine	   SEC62-­‐Überexpression	   induzierten,	  
onkogenen	  Mechanismen	  wurden	  zunächst	  an	  einem	  Teil	  der	  untersuchten	  Fälle	  nicht-­‐kleinzelliger	  
Lungenkarzinome	   zusätzliche	   immunhistochemische	   Untersuchungen	   durchgeführt.	   Dabei	   konnte	  
bei	  den	  eingeschlossenen	  Plattenepithelkarzinomen	  eine	  deutliche	  Korrelation	  zwischen	  dem	  Sec62-­‐
Proteingehalt	  der	  Tumoren	  und	  deren	  Proliferationsfraktion	  (Anteil	  Ki67-­‐positiver	  Zellen)	  beobachtet	  
werden,	  hingegen	  war	  kein	  Zusammenhang	  mit	  antiapototischen	  Mechanismen	  oder	  dem	  Ausmaß	  
einer	  plattenepithelialen	  Differenzierung	  der	  Karzinome	  festzustellen.	  An	  diese	  Experimente	  wurde	  
eine	  Serie	  von	  2D-­‐DIGE	  Untersuchen	  angeschlossen	   in	  welcher	  einerseits	  SEC62	  überexprimierende	  
Lungenkarzinome	   mit	   den	   entsprechenden	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	   und	   andererseits	  
infolge	   Plasmidtransfektion	   stabil	   SEC62	   überexprimierende	   Hek293-­‐Zellen	   mit	   nicht	   SEC62	  
überexprimierenden	   Hek293-­‐Zellen	   auf	   Proteomebene	   vergleichend	   einander	   gegenübergestellt	  
wurden.	   In	  SEC62	  überexprimierenden	  Tumoren	  bzw.	  Hek293-­‐Zellen	  reproduzierbar	  und	  signifikant	  
regulierte	  Proteine	  wurden	  anschließend	  durch	  massenspektrometrische	  Analysen	  identifiziert	  wobei	  
eine	  Großzahl	   potentieller	   Sec62-­‐Interaktionspartner	   bzw.	   Sec62-­‐abhängiger	   ER-­‐Transportsubstrate	  
ausgemacht	  werden	  konnte.	  An	  erster	  Stelle	  ist	  das	  Intermediärfilament	  Vimentin	  zu	  nennen,	  das	  in	  
beiden	   experimentellen	   Ansätzen	   in	   der	   Gruppe	   regulierter	   Proteine	   zu	   finden	   war	   und	   eine	  
Beteiligung	   von	   Sec62	   an	   den	   Mechanismen	   der	   epithelialen-­‐mesenchymalen	   Transition	   (EMT)	  
vermuten	  lässt.	  Die	  darüber	  hinaus	  identifizierten,	  signifikant	  regulierten	  Proteine	  waren	  zum	  großen	  
Teil	   in	   die	   Kontexte	   Tumorzell-­‐Migration	   bzw.	   -­‐Invasion,	   Zytoskelett	   sowie	   ER-­‐Stress	   einzuordnen,	  
sodass	   insbesondere	   unter	   Einbeziehung	   zusätzlicher,	   nicht	   in	   dieser	   Arbeit	   erläuterter	   Daten	  
postuliert	  werden	  kann,	  dass	  Tumorzellen	  von	  einer	  SEC62-­‐Überexpression	  in	  erster	  Linie	  durch	  eine	  
damit	  einhergehende	  Steigerung	   ihrer	  Migrationsfähigkeit	   sowie	  einer	  erhöhten	  ER-­‐Stress-­‐Toleranz	  
profitieren.	  	  
Somit	  konnte	  in	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  das	  SEC62-­‐Gen	  als	  ein	  neue	  Komponente	  in	  dem	  komplexen	  
molekularen	   Netzwerk	   der	   Tumorzellbiologie	   identifiziert	   und	   in	   ersten	   Ansätzen	   funktionell	  
charakterisiert	  werden.	  Zudem	  stellt	  Sec62	  auf	  Grundlage	  der	  gewonnen	  Erkenntnisse	  einen	  idealen	  
Kandidaten	   für	   die	   insbesondere	   bei	   pulmonalen	   Plattenepithelkarzinomen	   regelmäßig	   zu	  
beobachtende	   3q-­‐Amplifikation	   dar	   und	   kann	   daher	   als	   vielversprechender	   therapeutischer	  
Angriffspunkt	   für	   diese	   von	   den	   klinisch	   relevanten	   Fortschritten	   auf	   dem	   Gebiet	   der	  
medikamentösen	   NSCLC-­‐Therapie	   der	   letzten	   Jahrzehnte	   weitestgehend	   ausgenommene	  
Tumorentität	  angesehen	  werden.	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Summary	  
	  
The	  aim	  of	  this	  work	  was	  to	  experimentally	  evaluate	  hints	  concerning	  a	  role	  of	  the	  SEC62-­‐gene	  in	  the	  
development	  of	  lung	  and	  thyroid	  cancer	  which	  did	  arise	  from	  preliminary	  studies	  as	  well	  as	  to	  further	  
characterize	   the	   oncogenic	   mechanisms	   induced	   by	   a	   SEC62-­‐overexpression.	   For	   this,	   on	   the	   one	  
hand	   quantitative-­‐descriptive	   analyses	   (Real	   Time	   qRT-­‐PCR;	   immunohistochemistry)	   of	   about	  
twohundred	  lung	  and	  thyroid	  cancer	  tissue	  samples	  were	  performed	  and	  on	  the	  other	  hand	  several	  
functional	   and	  biochemical	  methods	   (cell	   culture;	  RNA-­‐interference;	  plasmid	   transfection;	  Western	  
Blot;	  immunofluorescene;	  2D-­‐DIGE)	  were	  used	  to	  adress	  the	  second	  point	  mentioned.	  	  
After	  establishing	  a	  set	  of	  experimental	  conditions	  a	  first	  step	  was	  to	  analyze	  the	  Sec62	  mRNA	  and	  
protein	  content	  in	  tissue	  samples	  from	  72/	  118	  non-­‐small	  cell	  lung	  cancer	  cases	  by	  real	  time	  qRT-­‐PCR	  
and	   immunohistochemistry.	   Thereby	   significantly	   increased	  Sec62-­‐levels	   in	   tumors	  as	   compared	   to	  
tumor-­‐free	  lung	  tissue	  samples	  from	  the	  same	  patients	  could	  be	  observed	  at	  the	  mRNA	  as	  well	  as	  the	  
protein	  level.	  This	  effect	  was	  more	  pronounced	  at	  the	  protein	  than	  at	  the	  mRNA	  level	  and	  could	  also	  
be	  observed	  more	  frequently	  and	  to	  a	  stronger	  extent	  in	  the	  group	  of	  squamous	  cell	  carcinomas	  as	  
compared	  to	  the	  group	  of	  adenocarcinomas.	  Subsequently	  performed	  statistical	  analyses	  considering	  
available	  clinical	  and	  epidemiological	  data	  revealed	  tendencies	  towards	  a	  particularly	  strong	  increase	  
of	   the	   Sec62-­‐content	   in	   advanced	   clinical	   stages	   as	   well	   as	   poorly	   differentiated	   carcinomas.	   By	  
additional	   qRT-­‐PCR	   and	   immunohistochemistry	   experiments	   it	   could	   further	   be	   shown	   that	   the	  
described	  effect	  was	  one	  specific	  for	  Sec62	  and	  not	  due	  to	  a	  global	  ER-­‐expansion	  in	  tumor	  cells.	  So	  
the	   SEC62-­‐gene	   beeing	   located	   at	   3q26.2	   could	   be	   identified	   as	   a	   perfect	   candidate	   for	   the	  
repeatedly	  described	  amplification	  of	  the	  terminal	  3q	  region	  in	  non-­‐small	  cell	  lung	  cancer	  which	  is	  –	  
in	   accordance	   with	   the	   results	   described	   above	   –	   especially	   abundant	   in	   pulmonal	   squamous	   cell	  
carcinomas	  and	  furthermore	  associated	  with	  disease	  progression.	   In	  the	  same	  way	  as	  described	  for	  
non-­‐small	   lung	   carcinomas	   tissue	   samples	   from	   10	   cases	   of	   differentiated	   thyroid	   cancer	   were	  
afterwards	   analyzed	   regarding	   their	   Sec62	   mRNA	   and	   protein	   content.	   In	   these	   experiments	   an	  
increase	  in	  the	  Sec62-­‐content	  could	  be	  observed	  only	  in	  a	  part	  of	  the	  examined	  cases.	  This	  increase	  
was	  again	  more	  pronounced	  at	  the	  protein	  as	  compared	  to	  the	  mRNA	  level	  but	  nevertheless	  by	  far	  
not	  as	  strong	  as	   the	  effect	  seen	  with	   the	  non-­‐small	  cell	   lung	  carcinomas.	  Taking	   into	  consideration	  
the	  fact	  that	  a	  3q-­‐amplification	  seems	  to	  be	  a	  phenomenon	  not	  regularly	  seen	  in	  thyroid	  carcinomas	  
(in	   contrast	   to	   non-­‐small	   cell	   lung	   carcinomas)	   and	   given	   the	   small	   number	   of	   cases	   analyzed	   a	  
carcinogenic	   role	   of	   the	   SEC62-­‐gene	   can	   only	   be	   assumed	   in	   a	   subset	   of	   differentiated	   thyroid	  
carcinomas	  which	  moreover	  seems	  to	  be	  much	  less	  relevant	  as	  compared	  to	  the	  situation	  with	  non-­‐
small	   cell	   lung	   carcinomas.	   To	   identify	   oncogenic	  mechanisms	   induced	   by	   a	   SEC62-­‐overexpression	  
additional	   immunhistochemical	   experiments	  were	   performed	  with	   a	   part	   of	   the	   analyzed	   cases	   of	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non-­‐small	  cell	  lung	  carcinoma.	  Hereby	  a	  distinct	  correlation	  between	  the	  Sec62	  protein	  content	  and	  
the	   proliferation	   fraction	   (portion	   of	   Ki67-­‐positive	   cells)	   of	   the	   tumors	   could	   be	   observed	   for	   the	  
included	   squamous	   cell	   carcinomas	  whereas	   no	   association	  with	   antiapoptotic	  mechanisms	   or	   the	  
extent	   of	   sqamous	   differentiation	   was	   seen.	   In	   a	   next	   step	   a	   series	   of	   2D-­‐DIGE	   experiments	   was	  
conducted	   in	   which	   the	   proteomic	   patterns	   of	   on	   the	   one	   hand	   SEC62	   overexpressing	   lung	  
carcinomas	   and	   respective	   tumor-­‐free	   lung	   tissue	   samples	   and	   on	   the	   other	   hand	   stably	   SEC62	  
overexpressing	   Hek293-­‐cells	   (due	   to	   plasmid	   transfection)	   and	   not	   SEC62	   overexpressing	   Hek293-­‐
cells	  were	  comparatively	  analyzed.	  In	  SEC62	  overexpressing	  tumors	  or	  Hek293-­‐cells	  significantly	  and	  
abundantly	  regulated	  proteins	  were	  afterwards	   identified	  by	  mass	  spectrometry	  whereupon	  a	   long	  
list	  of	  potential	  Sec62	  interaction	  partners	  of	  Sec62-­‐dependent	  ER-­‐transport	  could	  be	  compiled.	  First	  
the	   intermediate	   filament	   Vimentin	   has	   to	   be	  mentioned	  which	   in	   both	   experimental	   approaches	  
belonged	   to	   the	  group	  of	   regulated	  proteins.	  Based	  on	   this	   finding	  an	   involvement	  of	  Sec62	   in	   the	  
mechanisms	  of	  epithelial-­‐mesenchymal	  transition	  (EMT)	  might	  be	  suspected.	  The	  other	  significantly	  
regulated	   proteins	   identified	   could	   mostly	   be	   assigned	   to	   the	   context	   of	   tumor	   cell	   migration/	  
invasion,	  cytoskeleton	  or	  ER-­‐stress	  what	  –	  taken	  together	  with	  further	  published	  data	  not	  shown	  in	  
this	  work	  –	  suggests	  the	  hypothesis	  that	  tumor	  cells	  benefit	  from	  a	  SEC62-­‐overexpression	  mainly	  by	  
an	  enhancement	  of	  their	  migration	  potential	  as	  well	  as	  an	  increased	  ER-­‐stress	  tolerance.	  
So	   in	   this	   work	   the	   SEC62-­‐gene	   could	   be	   identified	   as	   new	   component	   in	   the	   complex	  molecular	  
network	   of	   tumor	   cell	   biology	   and	   first	   approaches	   to	   its	   functional	   characterization	   were	  
successfully	  carried	  out.	  Furthermore,	  regarding	  these	  findings,	  Sec62	  constitutes	  an	  ideal	  candidate	  
for	   the	   terminal	   3q	  amplification	  beeing	  especially	   abundant	   in	   squamous	   cell	   lung	   carcinoma	  and	  
therefore	  provides	  a	  promising	  therapeutic	  target	  in	  this	  tumor	  entity	  which	  was	  almost	  completely	  
barred	  from	  the	  clinically	  relevant	  improvements	  in	  the	  therapy	  of	  non-­‐small	  cell	  lung	  cancer	  during	  
the	  last	  decades.	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1.	  Einleitung	  
	  
1.1	  Lungenkarzinom	  
	  
1.1.1	  Epidemiologie,	  Ätiologie	  und	  Klassifikation	  
	  
Im	  Jahr	  2008	  wurden	  weltweit	  12,7	  Millionen	  neue	  Krebserkrankungen	  diagnostiziert,	  7,6	  Millionen	  
Menschen	   erlagen	   einem	   Krebsleiden	   [Ferlay	   et	   al.	   2010].	   Damit	   stellten	   maligne	   Erkrankungen	  
hinter	   der	   Gruppe	   der	   kardiovaskulär	   bedingten	   Krankheitsbilder	   (17,3	   Millionen	   Todesfälle)	   die	  
zweithäufigste	   Todesursache	   dar	   und	   könnten	   diese	   aktuellen	   Schätzungen	   der	  
Weltgesundheitsorganisation	   (WHO)	   zufolge	   mittel-­‐	   bis	   langfristig	   sogar	   von	   Platz	   1	   der	   globalen	  
Todesursachenstatistik	  verdrängen	  [Boyle	  und	  Levin	  2008].	  So	  wird	  als	  Fortsetzung	  der	  bereits	  in	  den	  
zurückliegenden	   Jahren	   zu	  beobachtenden	   Entwicklung	   auch	   zukünftig	   ein	   kontinuierlicher	  Anstieg	  
der	   krebsbedingten	   Todesfälle	   auf	   über	   13	   Millionen	   im	   Jahr	   2030	   prognostiziert.	   Das	  
Lungenkarzinom	  stellt	  hierbei	  sowohl	  die	  weltweit	  am	  häufigsten	  diagnostizierte	  (1,61	  Millionen	  bzw.	  
12,7%	   aller	   diagnostizierten	   Krebserkrankungen)	   als	   auch	   die	   für	   die	   meisten	   krebsbedingten	  
Todesfälle	   verantwortliche	   Entität	   (1,38	  Millionen	   bzw.	   18,2%	   aller	   krebsbedingten	   Todesfälle)	   dar	  
[Ferlay	  et	  al.	  2010].	  In	  Deutschland	  war	  das	  Lungenkarzinom	  2008	  sowohl	  bei	  Männern	  als	  auch	  bei	  
Frauen	  die	  am	  dritthäufigsten	  diagnostizierte	  Krebserkrankung	  (Abb.	  1.1	  A)	  und	  für	  die	  mit	  Abstand	  
meisten	   krebsbedingten	   Todesfälle	   bei	   den	   Männern	   sowie	   hinter	   Brust-­‐	   und	   Darmkrebs	   für	   die	  
drittmeisten	  Todesfälle	  bei	  den	  Frauen	  verantwortlich	   (Abb.	  1.1	  B)	   [Robert	  Koch	   Institut	  2012].	  Die	  
Erkrankungsraten	  für	  das	  Saarland	  lagen	  dabei	  –	  bei	  vergleichbaren	  Mortalitätsraten	  –	  noch	  einmal	  
deutlich	   über	   dem	   Bundesdurchschnitt	   [saarländisches	   Krebsregister].	   Wie	   in	   den	   meisten	  
Industrieländern	  so	  zeigt	  sich	  auch	  in	  Deutschland	  im	  Geschlechtervergleich	  in	  den	  letzten	  10	  bis	  20	  
Jahren	   ein	   gegenläufiger	   Trend,	   der	   in	   erster	   Linie	   auf	   die	   unterschiedliche	   Entwicklung	   der	  
Rauchgewohnheiten	   zurückgeführt	   wird	   [Deppermann	   2011;	   Quoix	   et	   al.	   2011;	  Moolgavkar	   et	   al.	  
2012]:	   Während	   die	   altersstandardisierten	   Erkrankungs-­‐	   und	   Sterberaten	   bei	   den	   Männern	   seit	  
Erreichen	  eines	  Plateaus	  Mitte	  der	  80er	   Jahre	  stetig	  zurückgingen,	  so	  haben	  sich	  beide	  Kennzahlen	  
bei	  den	  Frauen	  seit	  Ende	  der	  90er	  Jahre	  kontinuierlich	  um	  mittlerweile	  fast	  30%	  gesteigert	  (Abb.	  1.2).	  
Einen	   weiteren	   bedeutsamen	   Trend	   stellt	   der	   zunehmende	   und	   bereits	   heute	   deutlich	   über	   50%	  
liegende	   Anteil	   der	   auf	   Entwicklungsländer	   entfallenden	   Lungenkarzinom-­‐Neuerkrankungen	   und	   -­‐
Todesfälle	  dar	  [Ferlay	  et	  al.	  2010;	  McCormack	  und	  Boffetta	  2011;	  Ott	  et	  al.	  2011;	  Zhang	  et	  al.	  2011].	  
Auch	   wenn	   in	   den	   letzten	   zehn	   Jahren	   insbesondere	   im	   Bereich	   des	   nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinoms	   (NSCLC)	   substanzielle	   therapeutische	   Fortschritte	   erzielt	   werden	   konnten	   (siehe	  
Kapitel	   1.1.2)	   so	   gehört	   das	   Lungenkarzinom	   insgesamt	   mit	   einer	   relativen	   Fünfjahres-­‐
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Überlebensrate	  von	  15%	  bei	  den	  Männern	  bzw.	  19%	  bei	  den	  Frauen	  [Robert	  Koch	  Institut	  2012]	  nach	  
wie	  vor	  neben	  Ösophagus-­‐,	  Pankreas-­‐	  oder	  Gallengangskarzinom	  zu	  den	  Krebserkrankungen	  mit	  der	  
schlechtesten	   Prognose.	   Dies	   ist	   neben	   unzureichenden	   therapeutischen	   Möglichkeiten	   vor	   allem	  
darauf	  zurückzuführen,	  dass	  die	  Mehrzahl	  der	  Lungenkarzinome	  erst	  in	  einem	  lokal	  fortgeschrittenen	  
oder	   gar	  metastasierten	   und	   damit	   nicht	  mehr	   kurativ	   behandelbaren	   Stadium	   diagnostiziert	  wird	  
[Molina	  et	  al.	  2008].	  	  
	  
	  
A	  
	  
B	  
	  
	  
Abb.	  1.1:	  Prozentualer	  Anteil	  der	  häufigsten	  Tumorlokalisationen	  an	  allen	  Krebsneuerkrankungen	  (A)	  sowie	  
allen	  Krebssterbefällen	   (B)	  bei	  Männern	  und	   Frauen	   in	  Deutschland	  2008	   [Robert	  Koch	   Institut	   2012].	  Das	  
Lungenkarzinom	   (jeweils	   gelb	   markiert)	   war	   im	   Jahr	   2008	   in	   Deutschland	   bei	   beiden	   Geschlechtern	   die	   am	  
dritthäufigsten	   diagnostizierte	   Krebserkrankung	   (A)	   und	   stellte	   bei	   Männern	   mit	   Abstand	   die	   häufigste,	   bei	  
Frauen	  hinter	  Brustkrebs	  und	  kolorektalem	  Karzinom	  die	  dritthäufigste	  Ursache	   für	  krebsbedingte	  Todesfälle	  
dar	  (B).	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Abb.	  1.2:	  Altersstandardisierte	  Erkrankungs-­‐	  und	  Sterberaten	  (A)	  sowie	  absolute	  Zahl	  der	  Neuerkrankungs-­‐	  
und	   Sterbefälle	   (B)	   für	   das	   Lungenkarzinom	   in	   Deutschland	   1999	   bis	   2008	   [Robert	   Koch	   Institut	   2012].	  
Während	  die	   altersstandardisierten	   Erkrankungs-­‐	   und	   Sterberaten	   für	   das	   Lungenkarzinom	  bei	  Männern	   seit	  
Mitte	   der	   80er	   Jahre	   kontinuierlich	   sinken,	   ist	   ein	   sukzessiver	   Anstieg	   beider	   Parameter	   bei	   den	   Frauen	   zu	  
beobachten	  wobei	  Männer	  dennoch	  nach	  wie	  vor	  deutlich	  häufiger	  erkranken.	  Diese	  gegenläufige	  Entwicklung	  
wird	   in	   erster	   Linie	   auf	   die	   unterschiedliche	   Entwicklung	   der	   Rauchgewohnheiten	   zurückgeführt	   (A).	  
Entsprechend	  der	  demographischen	  Entwicklung	  im	  Sinne	  eines	  zunehmenden	  Anteils	  der	  älteren	  Bevölkerung	  
und	   einer	   damit	   einhergehenden	   Zunahme	   onkologischer	   Erkrankungen	   im	   Allgemeinen	   resultieren	   in	   dem	  
beobachteten	  Zeitraum	  stagnierende	  Neuerkrankungs-­‐	  und	  Sterbefälle	  bei	  den	  Männern	  sowie	  eine	  Steigerung	  
beider	  Parameter	  um	  fast	  ein	  Drittel	  bei	  den	  Frauen	  (B).	  	  
	  
	  
Bereits	  seit	  vielen	  Jahrzehnten	  ist	  das	  inhalative	  Rauchen	  als	  Hauptrisikofaktor	  für	  die	  Entstehung	  des	  
Lungenkarzinoms	  bekannt	  [Doll	  und	  Hill	  1954;	  Doll	  und	  Hill	  1956;	  Doll	  und	  Hill	  1964;	  Doll	  et	  al.	  2004]	  
weshalb	   der	   kausale	   Einfluss	   des	   aktiven	   Tabakkonsums	   auf	   die	   Entstehung	   von	   Lungenkrebs	   den	  
epidemiologisch	   wohl	   am	   gründlichsten	   belegten	   und	   auf	   molekularer	   Ebene	   am	   besten	  
untersuchten	   biologischen	   Wirkmechanismus	   aller	   exogenen,	   krebsinduzierenden	   Riskofaktoren	  
darstellen	  dürfte	  [Haussmann	  2007;	  Schwartz	  et	  al.	  2007;	  Jorgensen	  et	  al.	  2010;	  Brody	  und	  Steiling	  
2011].	  Über	  100	  karzinogene	  Substanzen	  wie	  der	  polyzyklische	  aromatische	  Kohlenwasserstoff	  (PAK)	  
Benz[a]pyren,	   Nitrosamine,	   aromatische	   Amine,	   Butadien,	   Benzol	   oder	   Acetaldehyd	   wurden	   in	  
Zigarettenrauch	  nachgewiesen	  [Das	  2003].	  Der	  aktive	  Tabakkonsum	  –	  den	  über	  90%	  der	  betroffenen	  
Patienten	  praktizieren	  –	  wird	  bei	  Männern	   für	  9	  von	  10,	  bei	  Frauen	   für	  7	  von	  10	  Lungenkarzinom-­‐
Neuerkrankungen	   verantwortlich	   gemacht	   [McNeill	   2004]	   und	   steigert	   das	   relative	   Risiko	   an	  
Lungenkrebs	  zu	  erkranken	  24fach	  (Männer)	  bzw.	  8,7fach	  (Frauen)	  [Simonato	  et	  al.	  2001].	  Dabei	  wird	  
das	   Erkrankungsrisiko	   für	   alle	   histologischen	   Subtypen	   gesteigert,	   jedoch	   besteht	   eine	   besonders	  
starke	   Assoziation	   des	   aktiven	   inhalativen	   Tabakkonsums	   mit	   dem	   Auftreten	   von	   kleinzelligen	  
Lungenkarzinomen	   und	   Plattenepithelkarzinomen,	   weniger	   deutlich	   ist	   diese	   bei	   großzelligen	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neuroendokrinen	   und	   Adenokarzinomen	   [Lubin	   und	   Blot	   1984;	   IARC	   2004].	   Nach	   Beendigung	   des	  
Rauchens	  sinkt	  das	  Erkankungsrisiko	  zwar	  deutlich,	  bleibt	  aber	  lebenslang	  höher	  als	  bei	  Nierauchern	  
[IARC	  2004].	  Neben	  dem	  aktiven,	   inhalativen	  Tabakrauchen	  als	  dem	  Hauptrisikofaktor	  werden	  9	  bis	  
15	   von	   100	   Lungenkarzinomfällen	   auf	   andere	   exogene	   und	   endogene	   Ursachen	   zurückgeführt	  
[Robert-­‐Koch-­‐Institut	   2012]	   (Abb.	   1.3).	  Dazu	   sind	  unter	   anderem	  das	  Passivrauchen,	  die	   Exposition	  
gegenüber	   Asbestfasern,	   Dieselabgasen,	   silikogenen	   Quarzstäuben,	   Nickelstäuben,	   Zinkchromat,	  
polyzyklischen	   aromatischen	   Kohlenwasserstoffen	   anderer	   Herkunft	   (Industrie,	   Verkehr)	   oder	  
natürlich	  vorkommendem	  Radon	  und	  der	  damit	  einhergehenden	   ionisierenden	  Strahlung	  zu	  zählen	  
[Goeckenjan	   et	   al.	   2010].	   Weiterhin	   existieren	   zahlreiche	   experimentelle	   Hinweise	   für	   eine	  
Bedeutung	   von	   Feinstäuben	   [Hoek	   et	   al.	   2002;	   Pope	   et	   al.	   2002;	  Gehring	   et	   al.	   2006],	   genetischer	  
Suszeptibilität	   [Schwartz	   et	   al.	   1996;	   Kreuzer	   et	   al.	   1998;	   Bailey-­‐Wilson	   et	   al.	   2004]	   sowie	  
Virusinfektionen	  [Ho	  et	  al.	  2006;	  Giuliani	  et	  al.	  2007;	  Subramaninan	  et	  al.	  2007].	  	  
	  
	  
	  
Abb.	  1.3:	  Bedeutung	  einzelner	  Risikofaktoren	  für	  die	  Entstehung	  von	  Lungenkarzinomen	  [nach	  Pesch	  et	  al.	  
1995].	   Neben	   dem	   aktiven	   inhalativen	   Tabakrauchen	   als	   dem	   überragenden	   Hauptrisikofaktor	   stellen	   das	  
Passivrauchen,	   Luftverunreinigungen,	   natürliche	   Radonvorkommen	   sowie	   die	   berufliche	   Exposition	   mit	  
karzinogenen	  Substanzen	  weitere	  exogene	  Ursachen	  für	  die	  Entstehung	  des	  Lungenkarzinoms	  dar.	  
	  
	  
Die	  histopathologische	  Einteilung	  von	  Lungentumoren	  (sog.	  „Typing“)	  wird	  entsprechend	  der	  WHO-­‐
Klassifikation	  aus	  dem	  Jahr	  2004	  vorgenommen	  [Travis	  et	  al.	  2004].	  Danach	  wird	  zunächst	  zwischen	  
dem	   kleinzelligen	   (small-­‐cell	   lung	   cancer	   =	   SCLC)	   und	   dem	   nicht-­‐kleinzelligen	   (non-­‐small	   cell	   lung	  
cancer	  =	  NSCLC)	  Lungenkarzinom	  unterschieden,	  wobei	  auf	  das	  SCLC	  ca.	  15%	  und	  auf	  das	  NSCLC	  ca.	  
85%	   der	   neu	   diagnostizierten	   Lungenkarzinome	   entfallen	   [Travis	   et	   al.	   2004].	  
Plattenepithelkarzinome	  (PEC)	  und	  Adenokarzinome	  (AC)	  wiederum	  stellen	  neben	  dem	  großzelligen	  
neuroendokrinen	   Lungenkarzinom	   die	   beiden	   Hauptvertreter	   innerhalb	   der	   Gruppe	   der	   nicht-­‐
kleinzelligen	   Lungenkarzinome	   dar	   und	   repräsentieren	   gemeinsam	   über	   90%	   aller	   NSCLCs.	   Dabei	  
lässt	   sich	   in	   den	   letzten	   10	   bis	   20	   Jahren	   ein	   je	   nach	   betrachteter	   Region	   mehr	   oder	   weniger	  
ausgeprägter	   Trend	   hin	   zu	   einem	   steigenden	   Anteil	   der	   Adeno-­‐	   und	   einem	   sinkenden	   Anteil	   der	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Plattenepithelkarzinome	   beobachten	   [Travis	   et	   al.	   1995;	   Travis	   et	   al.	   1996;	   Devesa	   et	   al.	   1999;	  
Janssen-­‐Heijnen	  und	  Coebergh	  2003;	  Montesinos	  et	  al.	  2011]	  wobei	  Adenokarzinome	  insbesondere	  
in	   den	   Gruppen	   der	   (v.a.	   asiatischen)	   Frauen	   sowie	   der	   Ex-­‐	   und	   Nieraucher	   gegenüber	   den	  
Plattenepithelkarzinomen	   überrepräsentiert	   sind	   [Parkin	   et	   al.	   2002;	   Subramanian	   und	   Gocindan	  
2007].	   Diese	   Verschiebung	   zwischen	   Adeno-­‐	   und	   Plattenepithelkarzinomen	   lässt	   sich	   auf	  
unterschiedliche	   Entwicklungen,	   beispielsweise	   den	   seit	   Jahren	   steigenden	   Anteil	   von	   Ex-­‐	   und	  
Nierauchern	  sowie	  Frauen	  an	  der	  Population	  der	  Lungenkarzinompatienten,	  zurückführen	  [Lubin	  und	  
Blot	  1984;	  Jedrychowski	  et	  al.	  1992;	  Robert	  Koch	  Institut	  2012].	  Daneben	  wird	  die	  steigende	  Inzidenz	  
des	  Adenokarzioms	  in	  der	  Literatur	  auch	  auf	  den	  zunehmenden	  Konsum	  von	  Menthol-­‐	  und	  „Light“-­‐
Zigaretten	  zurückgeführt:	  Der	  geringere	  Anteil	  an	  Teer	  und	  Nikotin	  sowie	  der	  Zusatz	  von	  Menthol	  in	  
diesen	  vermeintlich	  harmloseren	  Sorten	  führt	  zu	  einer	  tieferen	  Inhalation	  des	  Zigarettenrauchs	  und	  
damit	   zu	   einer	   stärkeren	   Exposition	   des	   peripheren	   Lungengewebes	   mit	   den	   darin	   enthaltenen	  
Karzinogenen	   was	   zu	   einem	   bevorzugten	   Auftreten	   von	   in	   erster	   Linie	   dort	   lokalisierten	  
Adenokarzinomen	  (im	  Gegensatz	  zu	  den	  meist	  zentral	   lokalisierten	  Plattenepithelkarzinomen)	  führt	  
[Wynder	  und	  Muscat	  1995;	  Charloux	  et	  al.	  1997;	  Stellman	  et	  al	  1997].	  Auf	  die	  genauere	  und	  teils	  sehr	  
umfangreiche	  Subtypisierung	  der	  einzelnen	  NSCLC-­‐Entitäten,	  v.a.	  des	  Adenokarzinoms,	  entsprechend	  
der	  WHO-­‐Klassifikation	   von	   2004	   bzw.	   den	   aktuellen	   Vorschlägen	   von	   IASLC/ATS/ERS	   [Travis	   et	   al.	  
2011]	   soll	   an	   dieser	   Stelle	   nicht	   eingegangen	   werden,	   da	   für	   die	   im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	  
durchgeführten	   Experimente	   einzig	   die	   Unterscheidung	   zwischen	   Plattenepithel-­‐	   und	  
Adenokarzinomen	  relevant	  ist.	  Die	  klinische	  Stadieneinteilung	  (sog.	  „Staging“)	  des	  nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinoms	   wird	   entsprechend	   den	   Vorschlägen	   des	   IASLC	   Lung	   Cancer	   Staging	   Projektes	  
[Goldstraw	   et	   al.	   2007;	   Postmus	   et	   al.	   2007;	   Rami-­‐Porta	   et	   al.	   2007;	   Rusch	   et	   al.	   2007]	   für	   die	   7.	  
Auflage	   der	   TNM-­‐Klassifikation	   maligner	   Tumoren	   vorgenommen	   (international	   gültig	   seit	  
01.01.2010)	  welche	   im	  Anhang	  dieser	  Arbeit	   in	  Abb.	  A1	  und	  Tab.	  A2	  dargestellt	   sind.	  Komplettiert	  
wird	   die	   klinisch-­‐pathologische	   Diagnostik	   des	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinoms	   durch	   die	  
histologische	  Beurteilung	  des	  Differenzierungsgrades	  der	  Tumorzellen	  von	  sehr	  gut	  differenziert	  (G1)	  
bis	  völlig	  entdifferenziert	   (G3)	   (sog.	  „Grading“)	   [Goeckenjan	  et	  al.	  2010].	  Dieser	  weist	  wie	  auch	  der	  
histologische	   Typ	  und	   insbesondere	  das	   klinische	   Stadium	  bei	  Diagnosestellung	  eine	  prognostische	  
Relevanz	   auf	   wobei	   entdifferenzierte	   Karzinome	   zu	   aggressiverem	   Wachstum	   sowie	   früherer	  
Metastasierung	  neigen	  [Barletta	  et	  al.	  2010].	  Falls	  präoperativ	  („neoadjuvant“)	  eine	  Radio-­‐	  und/oder	  
Chemotherapie	   durchgeführt	   wurde,	   wird	   an	   dem	   chirurgischen	   Resektat	   darüber	   hinaus	   zur	  
Beurteilung	  der	  Wirksamkeit	  dieser	  Behandlung	  ein	  sog.	  Regressionsgrading	  (siehe	  Anhang,	  Tab.	  A3)	  
mit	   Beurteilung	   von	   vitalem	   Tumorgewebe,	   Tumornekrose	   sowie	   reaktiven	   Veränderungen	   wie	  
Fibrose,	  Vernarbung	  oder	  Schaumzellreaktion	  durchgeführt.	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1.1.2	   Aktuelle	   Entwicklungen:	   Molekulare	   Karzinogenese	   und	  
	   personalisierte	  Therapie	  
	  
In	  den	  zurückliegenden	  zehn	  Jahren	  hat	  im	  Bereich	  der	  auf	  Erkenntnissen	  der	  Grundlagenforschung	  
basierenden	   Therapie	   des	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinoms	   eine	   sehr	   dynamische	   und	   darüber	  
hinaus	   für	   den	   klinischen	   Alltag	   hochrelevante	   Entwicklung	   stattgefunden	   [Janku	   et	   al.	   2010;	  
Bareschino	  et	  al.	  2011].	  Die	  hierbei	  erzielten	  therapeutischen	  Fortschritte	  gelten	  heute	  neben	  denen	  
durch	  die	  Einführung	  von	  Bcr-­‐Abl-­‐Kinase	  Inhibitoren	  bei	  CML	  und	  GIST	  [Demetri	  et	  al.	  2002;	  O´Brien	  
et	   al.	   2003],	   Trastuzumab	   beim	   Mammakarzinom	   [Gianni	   et	   al.	   2010],	   Rituximab	   bei	   B-­‐Zell-­‐
Lymphomen	  [Pfreundschuh	  et	  al.	  2011]	  oder	  Vemurafenib	  und	  Ipilimumab	  beim	  malignen	  Melanom	  
[Hodi	   et	   al.	   2010;	   Chapman	   et	   al.	   2011]	   als	   eine	   der	   größten	   Erfolgsgeschichten	   der	   sog.	  
„translationalen	  Forschung“,	  die	  an	  der	  Schnittstelle	  zwischen	  experimenteller	  Grundlagenforschung	  
und	  klinischer	  Anwendung	  anzusiedeln	  ist.	  Die	  wichtigsten	  molekularbiologischen	  Erkenntnisse	  sowie	  
die	   daraus	   hervorgegangenen	   Fortschritte	   im	   Bereich	   der	   medikamentösen	   Therapie	   des	   nicht-­‐
kleinzelligen	  Lungenkarzinoms	  sollen	  an	  dieser	  Stelle	  im	  Überblick	  dargestellt	  werden:	  
Zu	   Beginn	   des	   21.	   Jahrhunderts	   stand	   zur	   Therapie	   des	   fortgeschrittenen	   nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinoms	  neben	  der	  Radio-­‐	  lediglich	  die	  konventionelle	  Chemotherapie	  zur	  Verfügung.	  Unter	  
Verwendung	   einer	   klassischen	   „Platin-­‐Dublette“,	   also	   der	   Kombination	   eines	   platinhaltigen	   mit	  
einem	   anderen	   Chemotherapeutikum,	   ließen	   sich	  mit	   Ansprechraten	   zwischen	   15	   und	   25%	   sowie	  
mittleren	   Überlebenszeiten	   von	   lediglich	   7	   bis	   8,	   maximal	   12	   Monaten	   bei	   erheblichen	  
Nebenwirkungen	  nur	  äußerst	  unbefriedigende	  Behandlungsergebnisse	  erreichen.	  Ein	  repräsentatives	  
Beispiel	  hierfür	   stellt	  die	  2002	   im	  NEJM	  publizierte	  Arbeit	  von	   Joan	  Schiller	  und	   ihren	  Kollegen	  der	  
Eastern	   Cooperative	   Oncology	   Group	   (ECOG)	   dar	   [Schiller	   et	   al.	   2002]	   (Abb.	   1.4).	   Deutliche	  
therapeutische	  Fortschritte	  gegenüber	  dieser	  Situation	   ließen	  sich	  erstmals	  mit	  der	  Einführung	  von	  
Epidermal	  growth	  factor	  receptor	  -­‐	  Tyrosinkinase-­‐Inhibitoren	  (EGFR-­‐TKIs)	  wie	  Gefitinib	  oder	  Erlotinib	  
erreichen.	   Grundlage	   für	   die	   experimentelle	   und	   klinische	   Testung	   dieser	   Wirkstoffe	   stellte	   die	  
Detektion	   von	  Mutationen	   in	   der	   Tyrosinkinase-­‐Domäne	   (besonders	   im	   Exon	   19	   und	   21)	   des	   EGF-­‐
Rezeptors	   dar,	   die	   zu	   einer	   konstitutiven	   Aktivierung	   dieser	   Kinase	   und	   der	   nachgeschalteten	  
Signalwege	   (Abb.	   1.5	   A)	   führen.	   Dadurch	   wird	   in	   den	   Tumorzellen	   letztlich	   eine	   permanent	  
gesteigerte	  Transkription	  von	  für	  Proliferation,	  Angioneogenese	  oder	  Metastasenbildung	  essentiellen	  
Genen	   induziert	   [Kosaka	   et	   al.	   2004;	   Lynch	   et	   al.	   2004].	   Die	   EGFR-­‐TKIs	   wirken	   hierbei	   durch	   eine	  
Blockierung	  der	  ATP-­‐Bindungstasche	   in	   der	   zytosolischen	   Tyrosinkinasedomäne	  und	   können	   so	   die	  
ungebremste	   Aktivierung	   der	   nachgeschalteten	   Signalkaskaden	   und	   die	   damit	   einhergehende	  
karzinogene	  Wirkung	  verhindern	  (Abb.	  1.5	  B).	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Abb.	  1.4:	  Effektivität	  verschiedener	  Chemotherapiekonzepte	  in	  der	  Therapie	  des	  fortgeschrittenen	  (Stadium	  
IIIB,	   IV	   und	   Rezidive)	   NSCLC	   [nach	   Schiller	   et	   al.	   2002].	   Beim	   Vergleich	   vier	   verschiedener,	   platinhaltiger	  
Chemotherapie-­‐Dubletten	  in	  einer	  1207	  NSCLC-­‐Patienten	  einschließenden	  Studie	  konnten	  Schiller	  und	  Kollegen	  
keinen	  signifikanten	  Unterschied	  zwischen	  deren	  Wirksamkeit	   feststellen.	  Die	  Ansprechrate	   lag	   insgesamt	  bei	  
19%	  mit	   einer	  mittleren	  Überlebenszeit	   von	  7,9	  Monaten,	   einer	   Einjahresüberlebensrate	   von	  33%	  und	  einer	  
Zweijahresüberlebensrate	  von	  11%.	  CI	  =	  Konfidenzintervall	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   1.5:	   Der	   Epidermal	   Growth	   Factor	   Receptor	   (EGFR)	   Signalweg	   und	   dessen	   Hemmung	   durch	   EGFR-­‐
Tyrosinkinase-­‐Inhibitoren	   (TKIs)	  wie	   Erlotinib	   [modifiziert	   nach	   Cataldo	   et	   al.	   2011].	   (A)	   Im	   linken	   Teil	   der	  
Abbildung	   sind	   die	   vier	  Mitglieder	   der	   HER-­‐Rezeptorenfamilie	   dargestellt,	   die	   alle	   Tyrosinkinasedomänen	   in	  
ihrem	   cytosolischen	   Teil	   aufweisen	   (wobei	   die	   Tyrosinkinasedomäne	   von	   HER3	   keine	   katalytische	   Aktivität	  
besitzt).	   Im	   rechten	   Teil	   von	   (A)	   ist	   veranschaulicht,	   dass	   das	   Binden	   von	   Liganden	   an	   die	   HER-­‐Rezeptoren	  
deren	  Homo-­‐	  oder	  Heterodimerisierung	   induziert	  wodurch	  es	  zu	  einer	  Phosphorylierung	  von	  Tyrosinresten	   in	  
der	   zytosolischen	   Tyrosinkinasedomäne	   kommt.	   Der	   aktivierte	   Rezeptor	   setzt	   multiple	   intrazelluläre	  
Signalkaskaden	  (vor	  allem	  den	  RAS-­‐RAF-­‐MEK-­‐ERK	  und	  den	  PI3K-­‐AKT	  Signalweg)	   in	  Gang,	  die	   letztlich	  zelluläre	  
Proliferation,	   Angioneogenese	   und	  Metastasenbildung	   induzieren.	   (B)	   Ähnlich	  wie	   Gefitinib	   bindet	   auch	   der	  
EGFR-­‐TKI	  Erlotinib	  intrazellulär	  an	  die	  ATP-­‐Bindungstasche	  der	  EGFR-­‐Tyrosinkinasedomäne	  und	  blockiert	  somit	  
die	  Aktivierung	  der	  nachgeordneten,	  für	  die	  genannten	  Effekte	  verantwortlichen	  Signalkaskaden.	  HER	  =	  human	  
EGFR	   receptor,	   SOS	   =	   son	   of	   sevenless,	   RAS	   =	   rat	   sarcoma,	   RAF	   =	   rapidly	   accelerated	   fibrosarcoma,	  MEK	   =	  
Mitogen	  activated	  protein	  kinase	  kinase,	  MAPK	  =	  mitogen	  activated	  protein	  kinase,	  PI3K	  =	  Phosphatidylinositol-­‐
3-­‐kinase,	  AKT	  =	  Ak	  strain	  thymoma,	  MTOR	  =	  mammalian	  target	  of	  rapamycin,	  P	  =	  Phosphorylierung	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In	   der	   klinischen	   Testung	   haben	   sich	   die	   EGFR-­‐Tyrosinkinaseinhibitoren	   bei	   Patienten	   mit	  
nachgewiesener	  EGFR-­‐Mutation	  –	  immerhin	  ca.	  5	  bis	  10%	  aller	  NSCLC-­‐Patienten	  –	  sowohl	  in	  der	  first-­‐
line	  als	  auch	  in	  der	  second-­‐line	  Chemotherapie	  sowie	  in	  der	  dazwischenliegenden	  Erhaltungstherapie	  
als	  hochwirksam	  erwiesen	  [Shepherd	  et	  al.	  2005;	  Sequist	  et	  al.	  2008;	  Mok	  et	  al.	  2009;	  Cappuzzo	  et	  al.	  
2010;	   Maemondo	   et	   al.	   2010;	   Reck	   et	   al.	   2010;	   Zhou	   et	   al.	   2011;	   Rosell	   et	   al.	   2012].	   Mit	   einer	  
Ansprechrate	  von	  70	  bis	  80%	  und	  einer	  mittleren	  Überlebenszeit	  von	  30	  Monaten	  konnten	  die	  mit	  
der	  konventionellen	  Chemotherapie	  erreichbaren	  Ergebnisse	  um	  ein	  Vielfaches	  übertroffen	  werden.	  
Den	   zweiten	   großen	  Durchbruch	   in	   der	  medikamentösen	  Behandlung	  des	   fortgeschrittenen	  NSCLC	  
stellte	   die	   einige	   Jahre	   später	   erfolgte	   Einführung	   des	  Wirkstoffs	   Crizotinib	   dar	   [Mano	   2008;	   Horn	  
und	  Pao	  2009;	  Hallberg	  und	  Palmer	  2010].	  Hierbei	  handelt	  es	  sich	  um	  einen	  ATP-­‐kompetitiven,	  also	  
bezüglich	   seines	   Wirkmechanismus	   den	   EGFR-­‐TKIs	   sehr	   ähnlichen,	   Inhibitor	   der	   Anaplastic	  
Lymphoma	   Kinase	   (ALK),	   einer	   erstmals	   1994	   in	   anaplastischen,	   großzelligen	   Non-­‐Hodgkin-­‐
Lymphomen	   identifizierten	   Rezeptor-­‐Tyrosinkinase	   [Morris	   et	   al.	   1994].	   In	   zahlreichen	  
Tumorentitäten	   kann	   eine	   kanzerogen	   wirkende,	   konstitutive	   Aktivierung	   dieser	   Kinase	   durch	  
Mutationen	  oder	  durch	  infolge	  struktureller	  chromosomaler	  Aberrationen	  entstandener	  Fusionsgene	  
beobachtet	  werden.	   Zu	  dieser	  Gruppe	  gehören	  neben	  dem	  anaplastischen	  Non-­‐Hodgkin-­‐Lymphom	  
auch	  der	  inflammatorische	  myofibroblastische	  Tumor	  [Butrynski	  et	  al.	  2010],	  das	  Nierenzellkarzinom	  
[Debelenko	  et	   al.	   2011],	  das	   kolorektale	  Karzinom	   [Lin	  et	   al.	   2009],	  das	  Neuroblastom	   [Chen	  et	   al.	  
2008]	  sowie	  das	  nicht-­‐kleinzellige	  Lungenkarzinom	  [Soda	  et	  al.	  2007].	   In	  4	  bis	  5%	  aller	  NSCLCs	   lässt	  
sich	   eine	   kleine	   Inversion	   innerhalb	   des	   kurzen	   Arms	   von	   Chromosom	   2	   –	   beispielsweise	   durch	  
Fluoreszenz-­‐in-­‐situ	   Hybridisierung	   (FISH)	   oder	   RT-­‐PCR	   –	   nachweisen	   durch	   die	   ein	   Fusionsgen	   aus	  
dem	   Echinoderm	   microtubule-­‐associated	   protein-­‐like	   4	   (EML4)	   Gen	   einerseits	   und	   dem	   ALK	   Gen	  
andererseits	   entsteht.	   Dadurch	   kommt	   es	   in	   Analogie	   zu	   dem	   bereits	   für	   EGFR-­‐Mutationen	  
beschriebenen	   Mechanismus	   zu	   einer	   konstitutiven	   Aktivierung	   der	   intrazellulären	   Tyosinkinase-­‐
Domäne	   der	   ALK	   sowie	   der	   nachgeschalteten	   Signalwege	   und	   letztlich	   durch	   entsprechende	  
Transkriptionsregulation	  zu	  einer	  karzinomatösen	  Transformation	  der	  betroffenen	  Zellen	  [Horn	  und	  
Pao	   2009].	   In	   einer	   2010	   veröffentlichen	   klinischen	   Studie	   konnten	   Kwak	   und	   Kollegen	   eine	  
Ansprechrate	   von	   NSCLC-­‐Patienten	   mit	   positivem	   EML4-­‐ALK	   Nachweis	   auf	   den	   ALK-­‐Inhibitor	  
Crizotinib	  von	  57%	  beobachten,	  bei	  über	  60%	  der	  Patienten	   ließ	  sich	  eine	  Reduktion	  der	  Tumorlast	  
von	   mehr	   als	   30%	   erzielen	   [Kwak	   et	   al.	   2010].	   Ebenso	   lieferte	   diese	   Innovation	   in	   der	  
medikamentösen	  Therapie	  des	  NSCLC	  ein	  beeindruckendes	  Beispiel	   für	  die	   rasante	  Entwicklung	   im	  
Gebiet	  der	  translationalen	  onkologischen	  Forschung.	  Während	  die	  Entwicklung	  vieler	  Medikamente	  
von	  der	  präklinischen	  Phase	  bis	  zur	  Zulassung	  nicht	  selten	  mehrere	  Jahrzehnte	  in	  Anspruch	  nimmt,	  so	  
vergingen	   von	   der	   ersten	   Identifizierung	   des	   EML4-­‐ALK	   Fusiongens	   in	   Gewebeproben	   von	   NSCLC-­‐
Patienten	   [Soda	   et	   al.	   2007]	   über	   die	   Etablierung	   eines	   entsprechenden	  Mausmodells	   [Soda	   et	   al.	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2008]	  bis	  zum	  überzeugenden	  Wirksamkeitsnachweis	  in	  einer	  klinischen	  Phase	  II	  Studie	  [Kwak	  et	  al.	  
2010]	  gerade	  einmal	  3	  Jahre.	  Neben	  den	  eingehender	  erläuterten	  Beispielen	  der	  EGFR-­‐TKIs	  Gefitinib	  
und	   Erlotinib	   sowie	   des	   ALK-­‐Inhibitors	   Crizotinib	   stehen	   zahlreiche	   weitere	   Substanzen	   aus	   der	  
Gruppe	   der	   zielgerichteten	   Therapeutika	   zur	   Verfügung,	   die	   in	   experimentellen	   Arbeiten	   sowie	  
klinischen	   Phase	   I	   und	   II	   Studien	   vielversprechende	   Ergebnisse	   gezeigt	   haben	   (Tab.	   1.1).	   Zu	   den	  
Zielstrukturen	  dieser	  neuen	  Wirkstoffe	  zählen	  beispielsweise	  HER2,	  BRAF,	  PIK3CA,	  mTOR	  oder	  cMET,	  
zahlreiche	   neue	   Substanzen	   (beispielsweise	   die	   sog.	   „Multi-­‐TKIs“	   wie	   Afatinib	   oder	   Dacomitinib)	  
greifen	  auch	  an	  mehreren	  Stellen	  gleichzeitig	  an	  [Engelman	  et	  al.	  2007;	  Yang	  et	  al.	  2012].	  So	  kann,	  
die	   Fortschritte	   in	   der	   medikamentösen	   Therapie	   des	   Lungenkarzinoms	   innerhalb	   der	   letzten	   10	  
Jahre	   betrachtend,	   durchaus	   von	   einem	   Paradigmenwechsel	   gesprochen	   werden	   (Abb.	   1.6):	   Über	  
einen	   langen	   Zeitraum	   war	   lediglich	   die	   Unterscheidung	   zwischen	   kleinzelligem	   und	   nicht-­‐
kleinzelligem	   Lungenkarzinom,	   später	   innerhalb	   der	   letztgenannten	   Subgruppe	   allenfalls	   die	  
Differenzierung	   von	  Adeno-­‐	   und	   Plattenepithelkarzinom	   klinisch	   relevant.	   Die	   aktuelle	   Entwicklung	  
hingegen	  geht	  immer	  stärker	  in	  Richtung	  einer	  personalisierten	  bzw.	  –	  korrekter	  –	  einer	  genomisch	  
stratifizierten	   Therapie	   in	   der	   die	   Auswahl	   der	   eingesetzten	   Medikamente	   individuell	   auf	   die	   im	  
Tumor	  detektierbaren	  molekularen	  Veränderungen	  abgestimmt	  wird	  [Janku	  et	  al.	  2011;	  Wolf	  2011].	  	  	  
	  
	  
Tab.	   1.1:	   Häufigkeit	   potenziell	   klinisch	   relevanter	   „driver	   mutations“	   in	   Adeno-­‐	   und	   Plattenepithel-­‐
karzinomen	  der	  Lunge	  [nach	  Pao	  und	  Girard	  2011].	  	  Neben	  den	  Häufigkeiten	  der	  verschiedenen	  Mutationen	  in	  
den	   angegebenen	   Zielgenen	   sind	   jeweils	   Beispiele	   registrierter	   (clinicaltrials.gov)	   bzw.	   bereits	   publizierter	  
klinischer	  Studien	  aufgeführt,	  in	  denen	  an	  der	  betreffenden	  Struktur	  angreifende	  Substanzen	  getesten	  wurden	  
bzw.	   werden	   (rechte	   Spalte).	   EGFR	   =	   Epidermal	   growth	   factor	   receptor,	   EML4	   =	   Echinoderm	   microtubule-­‐
associated	  protein-­‐like	  4,	  ALK	  =	  Anaplastic	   lymphoma	  kinase,	  HER2	  =	  Human	  EGFR	   receptor	  2,	   BRAF	  =	   v-­‐Raf	  
murine	   sarcoma	   viral	   oncogene	  homolog	  B1,	   KRAS	   =	   Kirsten	   rat	   sarcoma	   viral	   oncogene	  homolog,	   PIK3CA	  =	  
Phosphatidylinositol-­‐3-­‐kinase	   (katalytisch,	   Alpha-­‐Polypeptid),	   AKT	   =	   	   Ak	   strain	   thymoma,	   MAP2K	   =	   Mitogen	  
activated	  protein	  kinase	  kinase,	  MET	  =	  MNNG-­‐HOS	  Transforming	  gene	  
	  
	  
	   Adenokarzinom,
Pla/enepithel3
karzinom, Studienphase(n),
klinische,Studien,(NCT...,=,Clinicaltrials.gov,
ID),
EGFR% 5'15% % <5% % 1,2,3% [Mok%et%al.%2009;%Rosell%et%al.%2012]%
EML4'ALK% 5–15% % <5% % 1,2,3%
[Kwak%et%al.%2010];%NCT009328451,%
NCT00932893%
HER2% <5% % 0% 1,2,3%
[De%Greve%et%al.%2012];%NCT00073008,%
NCT00063154,%NCT00003881...%
BRAF% <5% % 0% 1,2%
[Hanna%et%al.%2008];%NCT00533585,%
NCT00922584...%
KRAS% >15% % <5% % '''% '''%
PIK3CA% <5% % <5% % 1,2%
NCT00692640,%NCT00756847,%
NCT00620594...%
AKT% 0%% <5% % 1% NCT00848718,%NCT00670488%
MAP2K% <5% % 0% 1,2%
NCT00033384,%NCT00034827,%
NCT00982865...%
MET% <5% % <5% % 1,2%
NCT00854308,%NCT00965731,%
NCT00742131...%
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Abb.	  1.6:	  Paradigmenwechsel	  in	  der	  Charakterisierung	  und	  Therapie	  des	  nicht-­‐kleinzelligen	  Lungenkarzinoms	  
[modifiziert	  nach	  Horn	  und	  Pao	  2009/Kris	  et	  al.	  2011/Pao	  und	  Girard	  2011].	  Im	  oberen	  Teil	  der	  Abbildung	  ist	  
in	   vier	  Kreisdiagrammen	  der	  diagnostische	  Erkenntnisgewinn	  und	  der	  damit	  einhergegangene	  Wandel	   in	  der	  
klinischen	   Subtypisierung	   des	   NSCLC	   innerhalb	   der	   letzten	   20	   Jahre	   dargestellt:	   Die	   histopathologische	  
Unterteilung	   des	   NSCLC	   in	   Adeno-­‐	   und	   Plattenepithelkarzinom	   spielt	   nach	   wie	   vor,	   beispielsweise	   für	   den	  
Einsatz	   des	   Chemotherapeutikums	   Pemetrexed	   [Paz-­‐Ares	   et	   al.	   2012]	   oder	   als	   prädiktiver	   Parameter	   für	   die	  
Detektion	   von	   genetischen	   Veränderungen	   (siehe	   Tab.	   1.1),	   eine	   gewisse	   Rolle.	   Sie	   tritt	   jedoch	   zunehmend	  
gegenüber	  der	   Identifizierung	   sog.	   „driver	  mutations“,	  also	   im	  Gegensatz	   zu	  den	  sog.	   „passenger	  mutations“	  
für	  das	  Tumorwachstum	  entscheidenden	  Aberrationen	  in	  den	  Hintergrund.	  Deren	  Detektion	  hat	  aufgrund	  der	  
Zulassung	  beispielsweise	  von	  Gefitinib,	  Erlotinib	  oder	  Crizotinib	  unmittelbare	  therapeutische	  Relevanz	  und	  ist	  
daher	  mittlerweile	  ein	  fester	  Bestandteil	  des	  diagnostischen	  Algorithmus	  (unterer	  Teil	  der	  Abbildung),	  welcher	  
in	  Zukunft	  höchstwahrscheinlich	  durch	  einige	  weitere	  genetische	  Testungen	  erweitert	  werden	  wird.	  Dazu	  sind	  
beispielsweise	  Mutationen	  der	  Gene	  HER2,	  BRAF,	  PIK3CA	   oder	  MET	   zu	   zählen	   (*).	   EGFR	  =	  Epidermal	   growth	  
factor	  receptor,	  EML4	  =	  Echinoderm	  microtubule-­‐associated	  protein-­‐like	  4,	  ALK	  =	  Anaplastic	  lymphoma	  kinase,	  
HER2	  =	  Human	  EGFR	  receptor	  2,	  BRAF	  =	  v-­‐Raf	  murine	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  B1,	  KRAS	  =	  Kirsten	  rat	  
sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog,	  PIK3CA	  =	  Phosphatidylinositol-­‐3-­‐kinase	  (katalytisch,	  Alpha-­‐Polypeptid),	  AKT	  =	  	  
Ak	  strain	  thymoma,	  MAP2K	  =	  Mitogen	  activated	  protein	  kinase	  kinase,	  MET	  =	  MNNG-­‐HOS	  Transforming	  gene	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Als	  therapeutische	  Angriffspunkte	  sind	  diese	  auch	  deshalb	  besonders	  vielversprechend,	  da	  so	  gut	  wie	  
nie	   mehrere	   Mutationen	   bzw.	   Translokationen	   in	   einem	   Tumor	   diagnostiziert	   werden	   [Kris	   et	   al.	  
2011].	   So	   scheinen	   die	   entsprechenden	   Karzinomzellen	   im	   Sinne	   einer	   sog.	   „oncogene	   addiction“	  
zum	   Erhalt	   ihres	   Proliferativitätsvorteils	   besonders	   auf	   die	   durch	   die	   vorliegende	   Mutation	  
aktivierten	  Signalwege	  angewiesen	  zu	  sein,	  was	  auch	  das	  hervorragende	  Ansprechen	  bei	  dem	  darauf	  
abgestimmten	   Einsatz	   zielgerichteter	   Therapeutika	   erklärt.	   Sicherlich	   trägt	   daneben	   auch	   die	  
Tatsache,	  dass	  moderne	  molekularbiologische	  Hochdurchsatz-­‐Techniken	  wie	  Genomsequenzierung,	  
Genexpressions-­‐	   und	   Proteomanalysen	   oder	   die	   Untersuchung	   von	   DNA-­‐Methylierungen	   immer	  
schneller	  und	  preisgünstiger	  werden,	  ihren	  Teil	  zu	  dieser	  Entwicklung	  bei.	  Neben	  den	  erläuterten,	  vor	  
allem	   dem	   klinisch-­‐therapeutischen	   Bereich	   zuzuordnenden	   Neuerungen	   wurden	   in	   den	  
vergangenen	  Jahren	  aber	  auch	  Fortschritte	  auf	  den	  Gebieten	  der	  Früherkennung	  [Aberle	  et	  al.	  2011],	  
der	  genetischen	  Suszeptibilität	  [Bailey-­‐Wilson	  et	  al.	  2004;	  Bell	  et	  al.	  2005;	  Amos	  et	  al.	  2008;	  Hung	  et	  
al.	  2008],	  der	  Bedeutung	  von	  Viren	  bei	  der	  Enstehung	  des	  Lungenkarzinoms	   [Brouchet	  et	  al.	  2005;	  
Rezazadeh	   et	   al.	   2009],	   dem	   allgemeinen	   Verständnis	   der	  molekularen	   Karzinogenese	   [Ocak	   et	   al.	  
2009;	  Daraselia	  et	  al.	  2012]	  oder	  bei	  der	  Generierung	  präziserer	  prognostischer	   [Mitra	  et	  al.	  2011;	  
Edlund	  et	  al.	  2012]	  sowie	  prädiktiver	  [Lynch	  et	  al.	  2004;	  Chen	  et	  al.	  2012;	  Wu	  et	  al.	  2012]	  Aussagen	  
erreicht.	   In	  diesem	  Zusammenhang	  sei	  auf	  die	  exzellenten	  Reviews	  von	  Herbst	   [Herbst	  et	  al.	  2008]	  
und	   Risch	   [Risch	   und	   Plass	   2008]	   verwiesen.	   Trotz	   all	   dieser	   Fortschritte	   sehen	   sich	   Kliniker	   wie	  
Wissenschaftler	   auf	   dem	   Gebiet	   des	   Lungenkarzinoms	   in	   Zukunft	   zahlreichen	   weiteren	  
Herausforderungen	   gegenüber:	   So	   hat	   die	   Einführung	   von	   EGFR-­‐TKIs,	   Crizotinib	   sowie	   weiterer	  
zielgerichteter	   Therapeutika	   die	   Therapie	   des	   NSCLC	   wie	   erläutert	   zwar	   deutlich	   vorangebracht,	  
jedoch	   sind	   diese	   neuen	   Substanzen	   nur	   für	   eine	   kleine	   Subgruppe	   von	  NSCLC-­‐Patienten	   (nämlich	  
solche	  mit	  einer	  EGFR-­‐Mutation	  bzw.	  einem	  EML4-­‐ALK	  Fusionsgen,	  zusammen	  etwa	  10%)	  relevant,	  
mit	  enormen	  Kosten	  verbunden	  und	  sehr	  anfällig	  für	  die	  Entwicklung	  von	  Resistenzen	  während	  der	  
Therapie	   [Ma	   et	   al.	   2011;	   Costa	   und	   Kobayashi	   2012;	   Doebele	   et	   al.	   2012].	   Daneben	   bleibt	   die	  
Prognose	   im	   Vergleich	   zu	   anderen	   onkologischen	   Erkrankungen	   weiterhin	   sehr	   ungünstig.	   Großer	  
Innovationsbedarf	   besteht	   insbesondere	   bei	   dem	   SCLC	   und	   dem	   Plattenepithelkarzinom	   –	   zwei	  
histologischen	   Entiäten,	   die	   gemeinsam	  etwa	  50%	  aller	   Lungenkrebs-­‐Patienten	   repräsentieren,	  mit	  
einer	  ausgesprochen	  schlechten	  Prognose	  einhergehen	  und	  für	  die	  es	  in	  den	  letzten	  zehn	  Jahren	  so	  
gut	  wie	  keine	  relevanten	  therapeutischen	  Fortschritte	  gegeben	  hat	  [Cooper	  und	  Spiro	  2006;	  Hanna	  
et	   al.	   2006].	   Auch	   im	   Bereich	   der	   Früherkennung	   –	   wie	   bereits	   erwähnt	   werden	   über	   80%	   der	  
Lungenkarzinome	  in	  einem	  lokal	  fortgeschrittenen	  oder	  metastasierten	  und	  damit	  nicht	  mehr	  kurativ	  
behandelbaren	  Stadium	  diagnostiziert	  –	  ist	  noch	  großer	  Verbesserungsbedarf	  festzustellen.	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1.2	  Schilddrüsenkarzinom	  
	  
1.2.1	  Epidemiologie,	  Ätiologie	  und	  Klassifikation	  
	  
Das	  Schilddrüsenkarzinom	  ist,	  obwohl	  es	  die	  häufigste	  Krebserkrankung	  endokriner	  Organe	  darstellt	  
[Hundahl	   et	   al.	   1998;	   Robert-­‐Koch-­‐Institut	   2012],	   eine	   im	  Vergleich	   zum	   Lungenkarzinom	   sehr	   viel	  
seltenere	  und	  auch	  für	  weit	  weniger	  Todesfälle	  verantwortliche	  Tumorentität.	  Im	  Jahr	  2008	  machte	  
es	  bei	  Frauen	  etwa	  1,9%,	  bei	  Männern	  0,7%	  aller	  bösartigen	  Neubildungen	  aus	  und	  verursachte	  0,4%	  
bzw.	   0,2%	   aller	   Krebssterbefälle	   [Robert-­‐Koch-­‐Institut	   2012].	   Mit	   etwas	   unterschiedlicher	  
Ausprägung	   bei	   den	   einzelnen	   histologischen	   Subtypen	   erkranken	   insgesamt	   mehr	   Frauen	   als	  
Männer	   (Verhältnis	   2:1	   bis	   3:1),	   wobei	   die	   Ursachen	   für	   diesen	   Unterschied	   bisher	   nicht	   sicher	  
identifiziert	   werden	   konnten.	   Weiterhin	   ist	   in	   den	   letzten	   Jahren	   in	   Deutschland	   [Robert-­‐Koch-­‐
Institut	   2012]	  wie	   in	   vielen	   anderen	   Industrienationen	   auch	   [Rego-­‐Iraeta	   et	   al.	   2009;	   Aschebrook-­‐
Kilfoy	  et	  al.	   2011;	  Hughes	  et	  al.	  2011]	  ein	  deutlicher	   Inzidenzanstieg	  des	  Schilddrüsenkarzinoms	  zu	  
beobachten	   (Abb.	   1.7),	   der	   jedoch	   in	   erster	   Linie	   auf	   verbesserte	   diagnostische	   Möglichkeiten	  
(beispielsweise	   durch	   hochauflösenden	   Ultraschall	   oder	   die	   Technik	   der	   Feinnadelbiospie)	  
zurückgeführt	  wird	  [Davies	  und	  Welch	  2006;	  Wartofsky	  2010].	  
	  
	  
Abb.	  1.7:	  Altersstandardisierte	  Erkrankungs-­‐	  und	  Sterberaten	  je	  100.000	  Einwohnern	  (A)	  sowie	  absolute	  Zahl	  
der	   Neuerkrankungs-­‐	   und	   Sterbefälle	   (B)	   für	   das	   Schilddrüsenkarzinom	   in	   Deutschland	   1999	   bis	   2008.	  
Während	   die	   altersstandardisierten	   Erkrankungsraten	   sowie	   die	   absoluten	   Zahlen	   von	   Neuerkrankungen	   für	  
das	   Schilddrüsenkarzinom	   (bei	   Frauen	   stärker	   als	   bei	  Männern)	   in	   den	   letzten	   15	   Jahren	   deutlich	   anstiegen,	  
sind	  die	  Sterberaten	  bzw.	  -­‐fälle	  im	  gleichen	  Zeitraum	  leicht	  gesunken.	  Dies	  spricht	  dafür,	  dass	  der	  beobachtete	  
Inzidenzanstieg	   am	   ehesten	   auf	   verbesserte	   diagnostische	   Möglichkeiten	   und	   nicht	   auf	   einen	   tatsächlichen	  
Anstieg	  der	  Neuerkrankungen	  zurückzuführen	  ist.	  [Robert	  Koch	  Institut	  2012]	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Der	  einzige	  gesicherte,	  wenn	  auch	  vergleichsweise	  selten	  auftretende	  umweltbezogene	  Risikofaktor	  
für	  die	  Entstehung	  des	  Schilddrüsenkarzinoms	   ist	  die	  Exposition	  gegenüber	   ionisierender	  Strahlung	  
beispielsweise	   durch	   medizinisch-­‐diagnostische	   Untersuchungen	   oder	   auch	   im	   Rahmen	   der	  
Durchführung	  einer	  Strahlentherapie	  bei	  der	  die	  Schilddrüse	  im	  Strahlenfeld	  liegt	  [Kleinerman	  2006;	  
Sinnott	  et	  al.	  2010;	  Schonfeld	  et	  al.	  2011].	  Auch	  nach	  dem	  Reaktorunfall	  in	  Tschernobyl	  1986	  ließ	  sich	  
in	   den	   betroffenen	   Regionen	   ein	   deutlich	   gehäuftes	   Auftreten	   insbesondere	   des	   papillären	  
Schilddrüsenkarzinoms	   beobachten	   [Nikiforov	   2006].	   Daneben	   gilt	   mittlerweile	   als	   gesichert,	   dass	  
follikuläre	  Karzinome	  in	  Jodmangelgebieten	  bzw.	  in	  einer	  vorbestehenden	  Knotenstruma	  häufiger	  als	  
in	  jodreichen	  Regionen	  bzw.	  einer	  nicht	  vergrößerten	  Schilddrüse	  auftreten	  [Böcker	  et	  al.	  2008].	  
Entsprechend	   der	   aktuell	   gültigen	   WHO-­‐Klassifikation	   maligner	   Tumoren	   [DeLellis	   et	   al.	   2004]	  
unterscheidet	  man	  vier	  histologische	  Hauptformen	  des	  Schilddrüsenkarzinoms:	  Das	  papilläre	   (PTC),	  
das	   follikuläre	   (FTC),	   das	  medulläre	   (MTC)	   und	   das	   anaplastische	   (ATC)	   Schilddrüsenkarzinom.	   Das	  
papilläre	  und	  das	  follikuläre	  Karzinom	  werden,	  da	  sie	  ihren	  Ursprungszellen,	  den	  Follikelepithelzellen	  
der	   Schilddrüse,	   histologisch	   noch	   sehr	   ähnlich	   sehen,	   gemeinsam	   als	   „differenzierte	  
Schilddrüsenkarzinome“	  bezeichnet	  und	  repräsentieren	  mit	  etwa	  80%	  bzw.	  15	  %	  die	  große	  Mehrzahl	  
aller	   Schilddrüsenkarzinome.	   Sie	   stellen	   relativ	   langsam	  wachsende	   Tumore	  dar,	   die	   sich	  mit	   einer	  
Kombinationsbehandlung	   aus	   chirurgischer	   Resektion	   (i.d.R.	   Hemithyreoidektomie)	   und	  
anschließender	   Radioiodtherapie	   sowie	   lebenslanger	   L-­‐Thyroxin-­‐Substitution	  meist	   sehr	   erfolgreich	  
behandeln	   lassen	   [Samaan	   et	   al.	   1992;	   Cox	   und	   LeBeau	   2011].	   So	   liegen	   die	   5-­‐Jahres-­‐
Überlebensraten	  für	  beide	  mit	  über	  90%	  in	  einem	  für	  onkologische	  Erkrankungen	  sehr	  hohen	  Bereich	  
mit	   einer	   tendenziell	   etwas	   besseren	   Prognose	   beim	   papillären	   Schilddrüsenkarzinom.	   Nur	   relativ	  
selten	  kommt	  es	  zu	  einer	  Metastasierung,	  beim	  papillären	  Karzinom	  hauptsächlich	  lymphogen,	  beim	  
follikulären	   Karzinom	   vorwiegend	   hämatogen.	   Beim	   anaplastischen	   Schilddrüsenkarzinom	   (ATC)	  
dagegen	   handelt	   es	   sich	   um	   einen	   hoch	   malignen	   Tumor,	   der	   aus	   gering	   differenzierten	   Zellen	  
besteht	   und	   derzeit	  weniger	   als	   3%	   der	   primären	   Schilddrüsenmalignome	   ausmacht	   [Böcker	   et	   al.	  
2008].	  Er	  tritt	  meist	  bei	  älteren	  Patienten	  auf	  (>60	  Jahre)	  und	  kann	  entweder	  spontan	  oder	  aber	  aus	  
einem	   vorbestehenden	   papillären	   oder	   follikulären	   Karzinom	   heraus	   entstehen.	   Das	   ATC	  weist	   ein	  
stark	   infiltratives	  Wachstum	   auf	   und	  metastasiert	   sehr	   schnell,	   sodass	   die	  mittlere	   Überlebenszeit	  
nach	   Diagnosestellung	   nur	   ca.	   6	   Monate	   beträgt	   [DeLellis	   et	   al.	   2004].	   Das	   medulläre	  
Schilddrüsenkarzinom	  (MTC)	  ist	  durch	  phänotypische	  sowie	  immunhistologische	  Zeichen	  einer	  C-­‐Zell-­‐
Differenzierung	  charakterisiert,	  entsteht	  also	  aus	  den	  zwischen	  den	  Schilddrüsenfollikeln	  gelegenen	  
und	   das	   Hormon	   Calcitonin	   produzierenden	   „parafollikulären“	   oder	   „C-­‐Zellen“.	   Es	   kann	   entweder	  
sporadisch	   (ca.	  80%)	  oder	  aber	   familiär	  gehäuft	   (ca.	  20%)	   im	  Rahmen	  der	  MEN	  2a	   -­‐	  und	  MEN	  2b	   -­‐	  
Syndrome	   (multiple	   endokrine	   Neoplasie)	   auftreten	   und	   repräsentiert	   etwa	   1-­‐5%	   aller	  
Schilddrüsenkarzinome.	  Im	  letzteren	  Fall	  tritt	  der	  Tumor	  bereits	  im	  Kindes-­‐	  oder	  Jugendalter	  auf.	  Die	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mittlere	   5-­‐Jahres-­‐Überlebensrate	   liegt	   bei	   ca.	   50%	   wobei	   die	   Prognose	   wesentlich	   vom	   klinischen	  
Stadium	  bzw.	  dem	  Vorhandensein	  oder	  Fehlen	  von	  Lymphknotenmetastasen	  zum	  Diagnoszeitpunkt	  
abhängt	  [Kebebew	  et	  al.	  2000;	  Wu	  et	  al.	  2011].	  	  
Die	  klinische	  Stadieneinteilung	  (sog.	  „Staging“)	  des	  differenzierten	  Schilddrüsenkarzinoms	  (nur	  solche	  
Fälle	  wurden	   im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  untersucht)	  wird	  entsprechend	  den	  Kriterien	  der	  6.	  Auflage	  
der	  TNM-­‐Klassifikation	  maligner	  Tumoren	  vorgenommen	  welche	  im	  Anhang	  dieser	  Arbeit	  in	  Tab.	  A6	  
dargestellt	  sind.	  
	  
	  
	  
1.2.2	  Genetische	  und	  molekularbiologische	  Charakteristika	  
	  
In	   den	   zurückliegenden	   20	   Jahren	   konnten	   große	   Fortschritte	   im	   Verständnis	   der	   molekularen	  
Mechanismen,	   die	   der	   Entstehung	   von	   Schilddrüsenkarzinomen	   zugrunde	   liegen,	   erreicht	   werden	  
[DeLellis	  2006;	  Ciampi	  und	  Nikiforov	  2007;	  Nikiforov	  2008;	  Greco	  et	  al.	  2009].	  Die	  auf	  diesem	  Gebiet	  
gewonnenen	   Erkenntnisse	   werden	   in	   Zukunft	   mit	   hoher	   Wahrscheinlichkeit	   –	   ähnlich	   der	  	  
erläuterten	  Situation	  beim	  NSCLC	  –	   im	  Rahmen	  der	  Entwicklung	  neuer	  medikamentöser	  Therapien	  
zunehmende	  Bedeutung	   für	  den	  klinischen	  Alltag	  erlangen	   [Cabanillas	  et	  al.	  2010;	  Lam	  et	  al.	  2010;	  
O´Neill	   et	   al.	   2010;	   Sherman	   2011;	   Solomon	   und	   Rischin	   2012]	   und	   sollen	   an	   dieser	   Stelle	   im	  
Überblick	  dargestellt	  werden	  (Tab.	  1.2).	  
Bei	   der	   Entstehung	   des	   papillären	   Schilddrüsenkarzinoms	   spielen	   insbesondere	   solche	   genetische	  
Alterationen	  eine	  Rolle,	  die	   zu	  einer	  Aktivierung	  des	  MAPK-­‐Signalwegs	   führen:	  Bereits	   seit	  über	  20	  
Jahren	  sind	  chromosomale	  Translokationen,	  die	  über	  eine	  Fusionsgenbildung	  zu	  einer	  konstitutiven	  
Aktivierung	   des	   RET-­‐Protoonkogens,	   einer	   zellmembranständigen	   Rezeptor-­‐Tyrosinkinase,	   führen	  
und	  mit	   RET/PTC	   bezeichnet	   werden,	   als	   charakteristische	  molekulargenetische	   Veränderungen	   in	  
dieser	  Tumorentität	  beschrieben	  [Fusco	  et	  al.	  1987].	  Mittlerweile	  sind	  mindestens	  11	  verschiedene	  
Fusionspartner	   von	   RET	   bekannt	   [Tallini	   und	   Asa	   2001;	   Nikiforov	   2002],	   RET/PTC1	   und	   RET/PTC3	  
machen	   dabei	   gemeinsam	  die	   überwiegende	  Mehrheit	   aus.	   Auf	   experimenteller	   Ebene	   konnte	   die	  
karzinogene	  Wirkung	  durch	  das	  Produkt	  dieses	  Fusionsgens	  sowohl	  in	  vitro	  [Santoro	  et	  al.	  1993]	  als	  
auch	   in	   vivo	   [Santoro	   et	   al.	   1996;	   Powell	   et	   al.	   1998]	   nachgewiesen	   werden.	   Die	   RET/PTC	  
Translokation	   kann	   –	   je	   nach	   Studie	   –	   in	   ca.	   20	   bis	   40%	   aller	   papillären	   Schilddrüsenkarzinome	  
nachgewiesen	   werden	   und	   tritt	   überdurchschnittlich	   häufig	   bei	   jungen	   Patienten	   sowie	   nach	  
Exposition	  mit	   ionisierender	  Strahlung	  auf.	  Weiterhin	  scheint	  diese	  genetische	  Veränderung	  nahezu	  
spezifisch	   für	   den	   papillären	   Subtyp	   des	   Schilddrüsenkarzinoms	   zu	   sein	   weswegen	   auch	   eine	  
Anwendung	   im	   Rahmen	   der	   molekularpathologischen	   Differentialdiagnostik	   erwogen	   wird	  
[Theoharis	   et	   al.	   2012].	   Daneben	   ist	   in	   fast	   der	   Hälfte	   aller	   papillären	   Schilddrüsenkarzinome	   eine	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Punktmutation	   im	   BRAF-­‐Gen	   zu	   detektieren,	   in	   über	   90%	   der	   Fälle	   kommt	   es	   dabei	   zu	   einer	  
Substitution	  von	  Valin	  durch	  Glutamat	  an	  der	  Aminosäureposition	  600	  (V600E)	  [Sipos	  und	  Mazzaferri	  
2010;	  Nikiforov	  2011].	  Diese	  Mutation	  scheint	  nicht	  nur	  prognostische	  Bedeutung	  zu	  haben	  [Mekel	  
et	  al.	  2010;	  Xing	  2010],	  sondern	  stellt	  auch	  einen	  potenziellen	  therapeutischen	  Angriffspunkt	  dar	  –	  so	  
werden	  beispielsweise	  beim	  metastasierten	  Melanom	   spezifische	   Inhibtoren	   von	  BRAF	   V600E	   sehr	  
erfolgreich	  eingesetzt	  [Sosman	  et	  al.	  2012].	  	  
	  
	  
Tab.	   1.2:	   Häufigkeit	   karzinogener	   genetischer	   Veränderungen	   in	   den	   vier	   Schilddrüsenkarzinom-­‐Subtypen	  
[nach	   Nikiforov	   2008;	   Theoharis	   et	   al.	   2012].	   PTC	   =	   papilläres	   Schilddrüsenkarzinom,	   FTC	   =	   follikuläres	  
Schilddrüsenkarzinom,	  MTC	  =	  medulläres	   Schilddrüsenkarzinom,	  ATC	  =	   anaplastisches	   Schilddrüsenkarzinom,	  
BRAF	   =	   	   v-­‐Raf	   murine	   sarcoma	   viral	   oncogene	   homolog	   B1,	   RET	   =	   rearranged	   during	   transfection,	   TRK	   =	  
neurotrophic	  tyrosine	  kinase	  receptor	  1,	  RAS	  =	  rat	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog,	  PAX8	  =	  paired-­‐box	  protein	  
8,	  PPARγ	  =	  peroxisome	  proliferator-­‐activated	  receptor	  gamma,	  TP53	  =	  tumor	  protein	  53,	  CTNNB1	  =	  β-­‐Catenin	  1	  
	  
	  
	  
	  
Weitere	  genetische	  Veränderungen	  im	  papillären	  Schilddrüsenkarzinom	  stellen	  Mutationen	  des	  RAS-­‐
Gens	  (ca.	  20%)	  sowie	  das	  TRK-­‐Gen	  betreffende	  Translokationen	  (ca.	  3%)	  dar.	  Diese	  kodieren	  für	  ein	  
kleines	  G-­‐Protein	  bzw.	  eine	  Rezeptor-­‐Tyrosin-­‐Kinase,	  die	  beide	  Teil	  des	  MAPK-­‐Signalweges	  sind	  und	  
durch	   entsprechende	   Mutationen	   bzw.	   Fusionsgenbildungen	   dauerhaft	   aktiviert	   werden.	   Wie	   das	  
RET/PTC-­‐Rearrangement	   so	  kann	  auch	  die	  TRK-­‐Translokation	  besonders	  häufig	  nach	  Exposition	  mit	  
ionisierender	   Strahlung	   beobachtet	   werden	   [Rabes	   et	   al.	   2006].	   Auch	   follikuläre	  
Schilddrüsenkarzinome	  weisen	   charakteristische	   genetische	   Veränderungen	   auf:	   In	   bis	   zu	   50%	   der	  
Fälle	  können	  Mutationen	  in	  den	  H-­‐RAS,	  K-­‐RAS	  oder	  N-­‐RAS	  Genen	  detektiert	  werden	  [Nikiforova	  et	  al.	  
2003],	   weiterhin	   findet	   sich	   in	   ca.	   35%	   die	   charakteristische	   Translokation	   (t2:3)(q12-­‐13;p24-­‐25),	  
welche	  zur	  Bildung	  eines	  PAX8-­‐PPARγ	  Fusionsgens	  führt	  [Kroll	  et	  al.	  2000;	  Nikiforova	  et	  al.	  2002].	  Bei	  
der	   Entstehung	   des	   medullären	   Schilddrüsenkarzinoms	   spielt	   eine	   Aktivierung	   des	   RET-­‐
papillär'(PTC)' follikulär'(FTC)' medullär'(MTC)' anaplas8sch'(ATC)'
BRAF!Muta&on! 45%! ,,,! ,,,! 30%!
RET/PTC*
Transloka&on! 20,40%! ,,,! ,,,! ,,,!
RET!Muta&on! ,,,! ,,,! 50%!bis!>95%! ,,,!
TRK!Muta&on! <5%! ,,,! ,,,! ,,,!
RAS!Muta&on! 20%! 40,50%! ,,,! 50%!
PAX8/PPARγ*
Transloka&on! ,,,! 35%! ,,,! ,,,!
TP53!Muta&on! 5%! 5,10%! ,,,! 80%!
CTNNB1!Muta&on! ,,,! ,,,! ,,,! 70%!
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Protoonkogens	   eine	   entscheidende	   Rolle	   [Höppner	   2007].	   Diese	   entsteht	   hier	   im	   Gegensatz	   zum	  
papillären	   Schilddrüsenkarzinom	   jedoch	   nicht	   durch	   eine	   Fusionsgenbildung,	   sondern	   durch	  
aktivierende	  Punktmutationen,	  die	  beim	  sporadischen	  medullären	  Schilddrüsenkarzinom	  in	  ca.	  50%,	  
beim	  familiären	  (FMTC)	  und	  syndromalen	  (MEN2A	  und	  MEN2B)	  medullären	  Schilddrüsenkarzinom	  in	  
über	   95%	   der	   Fälle	   nachweisbar	   sind	   [Wohllk	   et	   al.	   1996;	   Kawai	   et	   al.	   2000].	   Das	   anaplastische	  
Schilddrüsenkarzinom	  schließlich	  weist	  zusätzlich	  zu	  BRAF-­‐	  und	  RAS-­‐Punktmutationen	   in	  bis	  zu	  80%	  
der	  Fälle	  „loss	  of	  function“-­‐Mutationen	  des	  Tumorsuppressorgens	  TP53	  auf	  [Donghi	  et	  al.	  1993;	  Fagin	  
et	  al.	  1993;	  Takeuchi	  et	  al.	  1999]	  und	  zeigt	  in	  bis	  zu	  70%	  Mutationen	  des	  für	  das	  Zelladhäsionsprotein	  
ß-­‐Catenin	  kodierenden	  Gens	  (CTNNB1)	  [Garcia-­‐Rostan	  et	  al.	  2001].	  	  
	  
	  
	  
1.3	  Proteintransport	  in	  das	  endoplasmatische	  	  Retikulum	  (ER)	  
	  
1.3.1	  Grundlagen	  
	  
Der	   partielle	   oder	   komplette	   Transport	   von	   Vorläuferpeptiden/-­‐proteinen	   über	   die	   Membran	   des	  
endoplasmatischen	  Retikulums	  (ER)	  in	  dessen	  Lumen	  ist	  der	  erste	  und	  ein	  entscheidender	  Schritt	  bei	  
der	   Synthese	   sekretorischer	   sowie	   zahlreicher	   Membran-­‐	   und	   löslicher	   Zellorganellproteine	   in	  
Säugern	  [Blobel	  und	  Dobberstein	  1975	  A;	  Blobel	  und	  Dobberstein	  1975	  B;	  Palade	  1975;	  Zimmermann	  
et	   al.	   2011].	   Es	   handelt	   sich	   hierbei	   um	   einen	   phylogenetisch	   hochkonservierten	   Mechanismus	  
[Schatz	  und	  Dobberstein	  1996],	  der	  aufgrund	  intensiver	  struktureller	  [Beckmann	  et	  al.	  2001;	  van	  den	  
Berg	  et	  al.	  2004;	  Becker	  et	  al.	  2009]	  wie	  funktioneller	  [Simon	  und	  Blobel	  1991;	  Mothes	  et	  al.	  1997]	  
Untersuchungen	  mittlerweile	  sehr	  gut	  verstanden	   ist	  und	  starke	  Ähnlichkeit	  mit	  den	  Prozessen	  der	  
Proteintranslokation	   in	   das	   ER	   bei	   anderen	   Eukaryonten	   (beispielsweise	   Saccharomyces	   cerevisiae	  
oder	   Trypanosoma	   brucei)	   [Hartmann	   et	   al.	   1994;	   Goldschmidt	   et	   al.	   2008]	   sowie	   dem	  
Proteintransport	   über	   die	   Plasmamembran	   bei	   Eubakterien	   und	   Archaeen	   [Osborne	   et	   al.	   2005]	  
aufweist.	   Da	   das	   im	   Zentrum	   dieser	   Arbeit	   stehende	   SEC62-­‐Gen	   bzw.	   das	   durch	   dieses	   kodierte	  
Sec62-­‐Protein	   gemeinsam	   mit	   einem	   Netzwerk	   weiterer	   ER-­‐Membran-­‐	   sowie	   ER-­‐luminaler	   und	  
zytosolischer	  Proteine	  die	  zentralen	  Komponenten	  eines	  den	  Proteintransport	  über	  die	  ER-­‐Membran	  
vermittelnden	  Komplexes	  darstellt,	  soll	  dieser	  zelluläre	  Prozess	  im	  Folgenden	  eingehender	  erläutert	  
werden.	  	  
Zunächst	   muss	   zwischen	   dem	   cotranslationalen	   und	   dem	   posttranslationalen	   Proteintransport	  
unterschieden	   werden,	   d.h.	   die	   Translokation	   in	   das	   Lumen	   des	   ER	   kann	   entweder	   parallel	   zur	  
Synthese	  des	  entsprechenden	  Proteins	  stattfinden	  oder	  aber	  erst	  nachdem	  diese	  bereits	  im	  Zytosol	  
abgeschlossen	   wurde	   (Abb.	   1.8).	   Proteine,	   die	   cotranslational	   transportiert	   werden	   (Abb.	   1.8	   A),	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besitzen	  typischerweise	  ein	  ca.	  15	  bis	  30	  Aminosäuren	  langes,	  N-­‐terminales	  Signalpeptid	  mit	  einem	  
zentralen	   Abschnitt	   aus	   7	   bis	   12	   hydrophoben	   Aminosäuren	   [Walter	   und	   Johnson	   1994].	   Sobald	  
dieses	   an	   einem	   zytosolischen	   80S-­‐Ribosom	   synthetisiert	   wird	   und	   dessen	   Tunnelausgang	   verlässt	  
wird	   es	   vom	   Signal	   Recognition	   Particle	   (SRP),	   einem	   aus	   6	   Protein-­‐	   und	   einer	   RNA-­‐Komponente	  
bestehenden	   Ribonucleoprotein	   [Walter	   und	   Blobel	   1982],	   erkannt	   und	   gebunden	   [Walter	   et	   al.	  
1981].	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	  1.8:	  Schematische	  Darstellung	  von	  co-­‐	  und	  posttranslationalem	  Proteintransport	  in	  das	  endoplasmatische	  
Retikulum	   bei	   Säugern	   [Abbildung	   von	   M.	   Linxweiler	   zur	   Verfügung	   gestellt].	   Beim	   cotranslationalen	  
Proteintransport	   (A)	   wird	   eine	   N-­‐terminale	   Signalsequenz	   entsprechender	   Vorläuferproteine	   kurz	   nach	   deren	  
Synthese	   am	   Ribosom	   vom	   SRP	   (Signal	   recognition	   particle)	   erkannt	   und	   gebunden,	   was	   zu	   einem	  
vorübergehenden	  Arrest	  der	  Translation	  führt.	  Anschließend	  bindet	  SRP	  an	  den	  SRP-­‐Rezeptor	  (SR,	  bestehend	  aus	  
α-­‐	  und	  β-­‐Untereinheit),	  der	  seinerseits	  den	  Komplex	  aus	  80S-­‐Ribosom	  und	  Vorläuferprotein	  zum	  Sec61-­‐„Tunnel“	  
und	  den	  mit	  diesem	  assoziierten	  Transmembranproteinen	  (ERj1,	  Sec62	  und	  Sec63)	  führt.	  Schließlich	  löst	  sich	  der	  
SRP	  vom	  Signalpeptid,	  das	  Ribosom	  bindet	  an	  Sec61	  und	  die	  wachsende	  Polypeptidkette	  wird	  nunmehr	  direkt	  
vom	  ribosomalen	  Tunnelausgang	  durch	  den	  Sec61-­‐Komplex	  in	  das	  ER-­‐Lumen	  transloziert.	  Über	  die	  luminalen	  J-­‐
Domänen	  von	  Sec63	  bzw.	  ERj1	  wird	  das	  Hsp70-­‐Chaperon	  BiP	  zum	  partiell	   translozierten	  Protein	  rekrutiert	  und	  
verhindert	   durch	   dessen	   Bindung	   ein	   Zurückgleiten	   ins	   Zytosol.	   Außerdem	   wird	   der	   bereits	   translozierte	  
Proteinteil	  durch	  BiP	  an	  einer	  vorzeitigen	  Aggregation	  gehindert.	  Beim	  posttranslationalen	  Transport	  (B)	  wird	  das	  
Protein	  bereits	  im	  Zytosol	  vollständig	  synthetisiert	  wobei	  zytosolische	  Hsp40-­‐	  sowie	  Hsp70-­‐Chaperone	  unter	  ATP-­‐
Verbrauch	   	  dafür	  sorgen,	  dass	  eine	  vorzeitige	  Faltung	  verhindert	  oder	  nur	   in	  schwacher	  Form	  zugelassen	  wird.	  
Dadurch	  wird	  das	  Protein	   in	  einer	   translokationskompetenten	  Form	  gehalten.	  Die	  sich	  anschließenden	  Schritte	  
der	  eigentlichen	  Translokation	  über	  die	  ER-­‐Membran	  sowie	  der	  Termination	  des	  Proteintransports	  gleichen	  den	  
entsprechenden	   Prozessen	   beim	   cotranslationalen	   Transport.	   Es	   sei	   darauf	   hingewiesen,	   dass	   die	   ribsomalen	  
Untereinheiten	   in	   dieser	   Abbildung	   aus	   Platzgründen	   stark	   verkleinert	   dargestellt	   sind.	   Die	   physiologischen	  
Größenverhältnisse	  entsprechenden	  der	  Darstellung	  in	  Abb.	  1.9.	  	  
	  	  	  	  ____________________________________________	  Einleitung	  _____________________________________________	  
	   	  
	   22	  
Dadurch	  kommt	  es	  zu	  einer	  transienten	  Verlangsamung	  des	  weiteren	  Translationsprozesses,	  um	  eine	  
vorzeitige	   Faltung	   des	   bereits	   synthetisierten	   Peptides	   zu	   verhindern	   und	   dieses	   in	   einem	  
translokationskompetenten	  Zustand	  zu	  erhalten	  [Walter	  und	  Blobel	  1981	  B].	  Während	  der	  folgenden,	  
sog.	  „Targeting-­‐Phase“	  wird	  der	  Komplex	  aus	  Ribosom	  und	  wachsender	  Peptidkette	  (RNC=Ribosome-­‐
Nascent-­‐Chain	   Complex)	   mit	   Hilfe	   des	   an	   ihn	   gebundenen	   SRP	   zum	   endoplasmatischen	   Retikulum	  
gelenkt	   und	   bindet	   dort	   an	   den	   auf	   der	   ER-­‐Oberfläche	   bzw.	   in	   der	   ER-­‐Membran	   lokalisierten	   SRP-­‐
Rezeptor	  (SR)	  [Walter	  und	  Blobel	  1981	  A].	  Der	  SR	  ist	  aus	  zwei	  Untereinheiten	  aufgebaut,	  einer	  für	  die	  
SRP-­‐Bindung	   verantwortlichen	   α-­‐Untereinheit	   (SRα)	   sowie	   einer	   transmembranen	   β-­‐Untereinheit	  
(SRβ),	   die	   nach	   Bindung	   von	   SRP	   an	   SRα	   die	   Assoziation	   mit	   dem	   heterotrimeren	   Sec61-­‐Komplex	  
(Sec61c)	   und	   dessen	   Interaktionspartnern	   vermittelt.	   Ebenso	   wie	   der	   SRP	   besitzen	   beide	   SR-­‐
Untereinheiten	  GTP-­‐Bindedomänen	  sowie	  eine	   intrinsische	  GTPase-­‐Aktivität,	  was	  eine	  wichtige	  Rolle	  
bei	  der	  Regulation	  des	  Targeting-­‐Prozesses	  spielt	  [Miller	  et	  al.	  1993;	  Bacher	  et	  al.	  1996]:	  SRα	  und	  SRβ	  
stimulieren	   in	  GTP-­‐gebundenem	  Zustand	  die	  GTP-­‐Bindung	  an	  den	  SRP.	  Daraufhin	  entlässt	  dieser	  die	  
wachsende	   Peptidkette	   in	   das	   sich	   nunmehr	   direkt	   unterhalb	   des	   ribosomalen	   Tunnelausgangs	  
befindliche	   Lumen	   des	   Sec61-­‐Komplexes,	   eines	   durch	   Sec61α,	   Sec61β	   und	   Sec61γ	   gebildeten	  
„Proteintunnels“	  durch	  die	  ER-­‐Membran	  [Simon	  und	  Blobel	  1991].	  Nach	  fester	  Bindung	  des	  Ribosoms	  
an	  den	  Sec61-­‐Komplex	  [Görlich	  und	  Rapoport	  1993;	  Hanein	  et	  al.	  1996;	  Cheng	  et	  al.	  2005;	  Beckmann	  
et	   al.	   1997]	   sowie	   der	   durch	   GTP-­‐Hydrolyse	   induzierten	   Dissoziation	   des	   SR-­‐SRP-­‐Komplexes	   ist	   der	  
Translationsarrest	   der	   Targeting-­‐Phase	   aufgehoben	   und	   der	   Prozess	   des	   cotranslationalen	  
Proteintransportes	  geht	  in	  die	  sog.	  „Translokationsphase“/„Elongationsphase“	  über.	  In	  deren	  Rahmen	  
wird	  nun	  auch	  das	  gesamte	   restliche	  Protein	  von	  dem	  an	  das	  ER	  gebundenen	  Ribosom	  synthetisiert	  
und	  im	  Gleichgang	  durch	  die	  Sec61-­‐Pore	  (daher	  auch	  Translokase	  bzw.	  Translokon	  genannt)	  hindurch	  
in	   das	   	   ER-­‐Lumen	   transloziert	   (Abb.	   1.9)	  wobei	   die	   Hauptenergie	   für	   diesen	   Prozess	   durch	   die	   GTP-­‐
Hydrolyse	   im	   Rahmen	   der	   Translation	   bereitgestellt	   wird.	   Da	   das	   Signalpeptid	   während	   dieses	  
Prozesses	  weiterhin	  an	  Sec61	  gebunden	  bleibt,	  wird	  die	  wachsende	  Peptidkette	  in	  einer	  Art	  Schleife	  in	  
das	   ER-­‐Lumen	   „vorgeschoben“	  bis	   das	   Signalpeptid	   schließlich	   durch	  die	   Signalpeptidase	   (SP),	   ein	   in	  
der	  ER-­‐Membran	   lokalisiertes	  Enzym,	  vom	  Rest	  des	   translozierten	  Proteins	  noch	  während	  oder	  nach	  
der	   Translokation	   abgespalten	   wird	   [Jackson	   und	   Blobel	   1977].	   Um	   die	   Unidirektionalität	   des	  
Translokationsprozesses	   zu	   gewährleisten,	   d.h.	   sicherzustellen,	   dass	   ein	   ins	   ER-­‐Lumen	   transloziertes	  
Protein	   durch	   die	   Sec61-­‐Pore	   nicht	   wieder	   zurück	   ins	   Cytosol	   „gleitet“,	   und	   um	   dessen	   vorzeitige	  
Faltung	  zu	  verhindern	  wird	  der	  bereits	  translozierte	  Teil	  der	  Peptidkette	  von	  dem	  ER-­‐luminalen	  Hsp70-­‐
Chaperon	   BiP	   (bzw.	   von	   mehreren	   BiP-­‐Molekülen)	   gebunden	   [Haas	   und	   Wabl	   1983;	   Nicchitta	   und	  
Blobel	   1993;	   Dierks	   et	   al.	   1996;	   Dudek	   et	   al.	   2008].	   Dies	   geschieht	   in	   einem	   ATP-­‐abhängigen	   und	   -­‐
gesteuerten	  Zyklus,	  wobei	  ADP-­‐gebundenes	  BiP	  eine	  hohe,	  ATP-­‐gebundenes	  BiP	  eine	  niedrige	  Affinität	  
zur	  Peptidkette	  aufweist.	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Abb.	  1.9:	  Kryoelektronenmikroskopisch	  determinierte	  Struktur	  des	  an	  Sec61	  gebundenen,	  translatierenden	  
80S-­‐Ribosoms.	  [Abbildungen	  übernommen	  aus	  Becker	  et	  al.	  2009]	  (A)	   In	  der	  Kryo-­‐EM	  Rekonstruktion	  (6,5	  Å	  
Auflösung)	  ist	  deutlich	  der	  von	  beiden	  ribosomalen	  Untereinheiten	  und	  wachsender	  Polypeptidkette	  gebildete,	  
sog.	   „Ribosome	   Nascent	   Chain	   Complex“	   	   (RNC)	   in	   enger	   Bindung	   an	   den	   in	   der	   ER-­‐Membran	   lokalisierten	  
Sec61-­‐Komplex	   zu	   erkennen.	   (B)	   Schematische	   Darstellung	   (Querschnitt)	   eines	   aktiv	   translatierenden	   und	  
translozierenden	   eukaryontischen	   Ribosomen-­‐Sec61-­‐Komplex	   mit	   direktem	   Übergang	   der	   wachsenden	  
Peptidkette	   (NC)	   vom	   ribosomalen	  Tunnelausgang	   in	   das	   Innere	  der	   durch	   Sec61	   gebildeten	  Pore	   in	   der	   ER-­‐
Membran	   (PCC)	   .	   PCC	   =	   protein	   conducting	   channel;	   NC	   =	   nascent	   chain;	   40S	   =	   kleine	   (40S)	   ribosomale	  
Untereinheit;	  60S	  =	  große	  (60S)	  ribosomale	  Untereinheit;	  P-­‐tRNA	  =	  Peptidyl-­‐tRNA	  
	  
	  
In	  diesem	  Zusammenhang	   sind	  auch	  die	  beiden	  ER-­‐luminalen	  Nukleotidaustauschfaktoren	   (NEF)	   von	  
BiP,	   Grp	   170	   und	   Sil1,	   zu	   erwähnen,	   welche	   den	   Austausch	   von	   ADP	   durch	   ATP	   und	   damit	   eine	  
Substratlösung	   induzieren	   [Chung	  et	  al	  2002;	  Weitzmann	  et	  al.	  2006].	  Neben	  den	  bereits	  genannten	  
übernimmt	  BiP	  außerdem	  die	  Funktionen	  einer	  Regulation	  des	  Sec61-­‐„Gatings“	  sowie	  einer	  luminalen	  
Abdichtung	   der	   Sec61-­‐Pore	   während	   der	   Translokation,	   um	   so	   den	   Efflux	   beispielsweise	   von	  
Calciumionen	  aus	  dem	  ER-­‐Lumen	  ins	  Cytosol	  zu	  verhindern	  bzw.	  zu	  minimieren	  [Hamman	  et	  al.	  1998;	  
Alder	   und	   Johnson	   2005;	   Lang	   et	   al.	   2011].	   Wie	   erwähnt	   ist	   der	   Sec61-­‐Komplex	   mit	   mehreren	  
Interaktionspartnern	  assoziiert.	  Dazu	  zählen	  in	  erster	  Linie	  die	  ER-­‐Membranproteine	  ERj1	  sowie	  Sec63,	  
letzteres	   ist	  über	  Sec62	  mit	  dem	  Sec61-­‐Komplex	  assoziiert	   [Meyer	  et	  al.	  2000;	  Tyedmers	  et	  al	  2000;	  
Dudek	  et	  al.	  2005].	  Es	  handelt	  sich	  bei	  beiden	  um	  Hsp40-­‐Cochaperone	  mit	  einer	   für	  diese	  typischen,	  
ER-­‐luminalen	  J-­‐Domäne,	  welche	  eine	   Interaktion	  mit	  Hsp70-­‐Chaperonen	  erlaubt	  [Laufen	  et	  al.	  1999].	  
Somit	  ist	  die	  Hauptfunktion	  von	  Sec63	  und	  ERj1	  in	  der	  Rekrutierung	  von	  BiP	  zur	  ER-­‐luminalen	  Öffnung	  
des	  Sec61-­‐Komplexes	  zu	  sehen.	  Passend	  dazu	  stimulieren	  sie	  die	  ATPase-­‐Aktivität	  von	  BiP	  und	  erhöhen	  
damit	   dessen	  Bindungsaffinität	   zur	   Peptidkette.	  Nachdem	  das	   gesamte	   Protein	   synthetisiert	   und	   ins	  
ER-­‐Lumen	  transloziert	  worden	  ist,	  bildet	  es	  –	  teilweise	  mit	  der	  Hilfe	  von	  Chaperonen	  –	  Sekundär-­‐	  und	  
Tertiärstrukturen	   aus	   und	   wird	   durch	   im	   ER	   bzw.	   in	   dessen	   Membran	   lokalisierte	   Enzyme	   (z.B.	  
Oligosaccharyltransferase,	  Proteindisulfidisomerase)	  posttranslational	  modifiziert.	   Schließlich	  erreicht	  
das	   fertig	   synthetisierte	   und	   prozessierte	   Protein	   über	   vesikulären	   Transport	   seinen	   Zielort.	   Das	  
Ribosom	   und	   BiP	   lösen	   sich	   vom	   Translokase-­‐Komplex	   (manche	   Ribosomen	   bleiben	   jedoch	   auch	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dauerhaft	   mit	   der	   ER-­‐Membran	   assoziiert	   [Potter	   et	   al.	   2001]),	   welcher	   sich	   daraufhin	   verschließt	  
(„Terminationsphase“).	  Proteine,	  die	  im	  Modellorganismus	  Saccharomyces	  cerevisiae	  posttranslational	  
transportiert	   werden	   (Abb.	   1.8	   B),	   besitzen	   ein	   im	   Vergleich	   zu	   cotranslational	   transportierten	  
Proteinen	  weniger	  hydrophobes	  Signalpeptid,	  das	  deshalb	  auch	  nicht	  vom	  SRP	  erkannt	  und	  gebunden	  
wird.	  Folglich	  bleibt	  das	  cotranslationale	  Targeting	  zur	  ER-­‐Membran	  aus	  [Ng	  et	  al.	  1996].	  Stattdessen	  
findet	   die	   gesamte	   Translation	   an	   freien,	   zytosolischen	  Ribosomen	   statt,	  wobei	   ebenfalls	   im	   Zytosol	  
lokalisierte	   Hsp70-­‐Chaperone	   und	   Hsp40-­‐Cochaperone	   an	   die	   wachsende	   Polypeptidkette	   des	  
Vorläuferproteins	  binden,	  um	  diese	  an	  der	  Ausbildung	  von	  Sekundärstrukturen	  zu	  hindern	  und	  so	   in	  
einem	   translokationskompetenten	   Zustand	   zu	   erhalten	   [Chirico	   et	   al.	   1988;	   Deshaies	   et	   al.	   1988;	  
Ngosuwan	  et	  al.	  2003].	  Erst	  anschließend	  erfolgt	  der	  Transport	  durch	  den	  Sec61-­‐Komplex	  in	  das	  Lumen	  
des	  ER	  wobei	  in	  diesem	  Fall	  die	  im	  Rahmen	  der	  ribosomalen	  Translation	  stattfindende	  GTP-­‐Hydrolyse	  
nicht	   als	   Energiequelle	   zur	   Verfügung	   steht.	   Hier	   übernimmt	   wiederum	   das	   ER-­‐luminale	   BiP	   eine	  
Hauptfunktion	   indem	   es	   die	   aus	   der	   Sec61-­‐Pore	   austretende	   Peptidkette	   in	   einem	   ATP-­‐abhängigen	  
Zyklus	  schrittweise	   in	  das	  ER-­‐Lumen	  „zieht“	  und	  somit	  die	  für	  den	  Translokationsprozess	  notwendige	  
Energie	  bereitstellt	  –	  ein	  Mechanismus,	  der	  in	  der	  Literatur	  als	  „molecular	  ratchet	  model“	  beschrieben	  
wird	   [Matlack	  et	   al.	   1999].	  Darüber	  hinaus	   spielt	  BiP	   –	  wie	  auch	  beim	  cotranslationalen	  Transport	  –	  
eine	  entscheidende	  Rolle	  bei	  der	  Regulation	  von	  Öffnung	  und	  Schließen	  des	  Sec61-­‐Komplexes.	  	  
Auf	   den	   letzten	   Seiten	  wurde	   der	   allgemeine	  Mechanismus	   der	   Synthese	   von	   sekretorischen	   bzw.	  
luminalen	  Zellorganellproteinen	  beschrieben.	  Im	  Fall	  von	  Membranproteinen	  kommt	  es	  während	  des	  
erläuterten	   Prozesses	   im	   Rahmen	   der	   Bildung	   von	   Transmembran-­‐	   bzw.	   zytosolischen	   Domänen	  
darüber	  hinaus	  zu	  einer	  lateralen	  Öffnung	  der	  Sec61-­‐Pore	  in	  Richtung	  der	  die	  ER-­‐Membran	  bildenden	  
Lipiddoppelschicht	   [Martoglio	   et	   al.	   1995;	   van	   den	   Berg	   et	   al.	   2004]	   bzw.	   zu	   einem	  Austreten	   der	  
entsprechenden	  Domänen	  zwischen	  Ribosom	  und	  zytosolischem	  Teil	  des	  Sec61-­‐Komplexes	  [Mothes	  
et	  al.	  1997;	  Johnson	  und	  van	  Waes	  1999].	  	  
	  
	  
	  
1.3.2	  Medizinische	  Aspekte	  
	  
Wie	   in	   Kapitel	   1.3.1	   erläutert	   handelt	   es	   sich	   bei	   dem	   Proteintransport	   in	   das	   ER	   um	   einen	   für	  
eukaryontische	   Zellen	   und	   Organismen	   fundamentalen	   Mechanismus.	   Daher	   ist	   es	   nicht	  
verwunderlich,	   dass	   der	   komplette	   Funktionsverlust	   zahlreicher	   an	   diesem	   Prozess	   beteiligter	  
Proteine	  (beispielsweise	  Sec61α	  oder	  BiP)	  bzw.	  ein	  „Knock-­‐down“	  der	  entsprechenden	  Gene	  in	  dem	  
Modellorganismus	   Saccharomyces	   cerevisiae	   nicht	   mit	   dem	   Überleben	   vereinbar	   ist	   [Haas	   1994;	  
Wilkinson	   et	   al.	   1996].	   Ähnliches	   gilt	   wahrscheinlich	   auch	   für	   den	   Menschen.	   Pathologische	  
Veränderungen	   hingegen,	   die	   nicht-­‐essentielle	   an	   dem	   Proteintransport	   in	   das	   ER	   beteiligte	   Gene	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betreffen,	  die	  nicht	  zu	  einem	  kompletten	  Verlust	  der	  Genfunktion	  führen	  oder	  aber	  sich	  gänzlich	  auf	  
Proteinebene	   abspielen,	   konnten	  mit	   zahlreichen	   humanen	   Erkrankungen	   in	   Verbindung	   gebracht	  
werden	  [Zimmermann	  et	  al.	  2006;	  Dudek	  et	  al.	  2008;	  Zimmermann	  et	  al.	  2011].	  Im	  Folgenden	  soll	  ein	  
Überblick	  über	  die	  bisher	  gewonnen	  Erkenntnisse	  hinsichtlich	  der	  Rolle	  des	  Proteintransports	  in	  das	  
ER	   bzw.	   der	   daran	   beteiligten	   Komponenten	   bei	   so	   verschiedenen	   Krankheitsbildern	   wie	   Erb-­‐,	  
Infektions-­‐	  oder	  Krebserkrankungen	  gegeben	  werden	  (Abb.	  1.10):	  	  
	  
	  
Abb.	   1.10:	   Mit	   Komponenten	   des	   Proteintransports	   in	   das	   ER	   assoziierte	   humane	   Erkrankungen.	  
GBM=Glioblastoma	   multiforme;	   DM=Diabetes	   mellitus;	   MSS=Marinesco-­‐Sjögren-­‐Sndrom;	   HUS=hämolytisch-­‐
urämisches	   Syndrom;	   PCa=Prostatakarzinom;	   LCa=Lungenkarzinom;	   PCLD=polyzystische	   Lebererkrankung;	  
HNPCC=hereditäres	  nicht-­‐polypöses	  kolorektales	  Karzinom.	  
	  
	  
Das	   Marinesco-­‐Sjögren-­‐Syndrom	   (MSS)	   ist	   eine	   autosomal	   rezessiv	   vererbte	   neurologische	  
Erkrankung,	   die	   durch	   eine	   progressive	   zerebelläre	   Atrophie	   mit	   damit	   einhergehender	   Ataxie,	  
beidseitigen	  Katarakt,	  geistige	  Retardierung	  sowie	  eine	  Myopathie	  gekennzeichnet	  ist	  [Marinesco	  et	  
al.	  1931;	  Sjögren	  1950;	  Lagier-­‐Tourenne	  et	  al.	  2002].	  2005	  konnten	  verschiedene	  „loss	  of	  function“-­‐	  
Mutationen	  des	  SIL1-­‐Gens,	  das	  einen	  Nukleotidaustauschfaktor	  von	  BiP	  kodiert,	  als	  Ursache	  für	  das	  
Auftreten	  dieser	  schwerwiegenden	  Erkrankung	  identifiziert	  werden	  [Anttonen	  et	  al.	  2005;	  Senderek	  
et	   al.	   2005;	   Zoghbi	   2005].	   Auch	   für	   die	   in	   dem	   sog.	   „woozy	   mutant	   mouse“	  Modell	   beobachtete	  
Ataxie	   infolge	   eines	   zerebellären	   Purkinje-­‐Zell-­‐Verlustes	   kann	   eine	   SIL1-­‐Mutation	   verantwortlich	  
gemacht	  werden	  [Zhao	  et	  al.	  2005].	  Der	  molekulare	  Mechanismus,	  der	  vom	  Sil1-­‐Funktionsverlust	  zur	  
Ausbildung	   der	   genannten	   Krankheitsmanifestationen	   führt	   ist	   bisher	   unbekannt.	   Es	   kann	   nur	  
spekuliert	   werden,	   dass	   der	   Zelle	   durch	   den	   Verlust	   von	   Sil1	   weniger	   oder	   kein	   funktionelles	   BiP	  
mehr	   zur	  Verfügung	   steht	   und	   es	   so	   zu	   einer	  Akkumulation	   von	  Vorläuferproteinen,	   die	   nun	  nicht	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mehr	   transportiert	   bzw.	   korrekt	   gefaltet	   werden	   können,	   im	   Zytosol	   bzw.	   ER-­‐Lumen	   kommt.	   Die	  
Tatsache,	  dass	  der	  Sil1-­‐Verlust	  nur	  bestimmte	  Organe	  zu	  betreffen	  scheint,	  könnte	  dabei	  auf	  einen	  
gewebeabhängig	  unterschiedlichen	  Gehalt	  an	  Grp170,	  das	  eine	  zu	  Sil1	  analoge	  Funktion	  übernimmt,	  
zurückzuführen	   sein.	   Ungefähr	   zur	   selben	   Zeit	   konnte	   nachgewiesen	   werden,	   dass	   verschiedene,	  
letztendlich	  zu	  einem	  Funktionsverlust	  führende	  Mutationen	  im	  SEC63-­‐Gen	  zumindest	  für	  einen	  Teil	  
der	   Fälle	   von	   autosomal	   dominanter	   polyzystischer	   Lebererkrankung	   (ADPCLD)	   verantwortlich	   sind	  
[Davila	  et	  al.	  2004;	  Drenth	  et	  al.	  2005].	  Paradoxerweise	  kommt	  es	  hier	  durch	  die	  Mutation	  zu	  einem	  
im	   Vergleich	   zum	   Marinesco-­‐Sjögren-­‐Syndrom	   gegenteiligen	   Effekt,	   nämlich	   nicht	   zu	   einem	  
Zelluntergang	  sondern	  einer	  überschießenden	  Proliferation	  der	  betroffenen	  biliären	  Epithelzellen	  mit	  
dem	  Resultat	  einer	  progressiven	  Ausbildung	  zahlreicher	  (bis	  zu	  mehreren	  hundert)	  Leberzysten.	  Auch	  
in	   diesem	   Fall	   ist	   die	   auf	   der	   SEC63-­‐Mutation	   aufbauende	   molekulare	   Pathogenese	   weitgehend	  
ungeklärt,	  möglicherweise	  spielt	  eine	  Verbindung	  von	  Sec63	  über	  Nucleoredoxin	  zum	  Wnt-­‐Signalweg	  
hierbei	   eine	   Rolle	   [Müller	   et	   al.	   2011].	   Weiterhin	   scheinen	   SEC63-­‐Mutationen	   auch	   bei	  
extrakolonalen	  Manifestationen	  des	  Lynch-­‐Syndroms	  von	  Bedeutung	  zu	  sein.	  Beim	  Lynch-­‐Syndrom,	  
auch	   HNPCC	   (hereditäres	   nicht-­‐polypöses	   kolorektales	   Karziom)	   genannt,	   handelt	   es	   sich	   um	   eine	  
autosomal	  dominant	  vererbte	  und	  (im	  Gegensatz	  zur	  familiären	  adenomatösen	  Polyposis)	  nicht	  mit	  
der	  Ausbildung	  von	  Polypen	  einhergehenden	  Form	  des	   familiären	  Darmkrebses.	  Das	  HNPCC	   ist	  die	  
häufigste	  erbliche	  Darmkrebsform	  und	  führt	  bei	  75%	  der	  betroffenen	  Patienten	  zum	  Auftreten	  eines	  
kolorektalen	   Karzinoms	  wobei	   auf	  molekularer	   Ebene	   Keimbahnmutationen	   in	   für	   DNA-­‐Mismatch-­‐
Reparaturproteine	  codierenden	  Genen	  eine	  Hauptrolle	  spielen	  [Lynch	  et	  al.	  1996].	  Daneben	  kommt	  
es	   aber	   in	   den	   betroffenen	   Familien	   auch	   zu	   gehäuftem	   Auftreten	   von	   Krebserkrankungen	   des	  
Magens,	   Dünndarms,	   der	   Leber,	   Gallengänge,	   Bauchspeicheldrüse	   oder	   des	   Gehirns	   [Anaya	   et	   al.	  
2008].	  In	  einer	  Studie	  des	  deutschen	  HNPCC-­‐Konsortiums	  konnte	  SEC63	  als	  eines	  der	  am	  häufigsten	  
mutierten	  Gene	  in	  HNPCC-­‐assoziiertem	  Dünndarmkrebs	  identifiziert	  werden	  [Schulmann	  et	  al.	  2005],	  
Mori	   und	   Kollegen	   beschrieben	   daneben	   im	   Rahmen	   der	   Untersuchung	   von	   durch	  
Mikrosatelliteninstabilität	   verursachten	   Frameshift-­‐Mutationen	   in	   sporadischen	   Kolonkarzinomen	  
SEC63	   als	   eines	   der	   am	   häufigsten	   betroffenen	   Gene	   [Mori	   et	   al.	   2001].	   Markus	   Casper,	   Vincent	  
Zimmer	   und	   ihre	   Kollegen	   des	   Forschungslabors	   der	   Klinik	   für	   Innere	   Medizin	   II	   am	  
Universitätsklinikum	   des	   Saarlandes	   konnten	   sehr	   ähnliche	   Beobachtungen	   bei	   einem	   Fall	   von	  
HNPCC-­‐assoziiertem	  hepatozellulärem	  Karzinom	  (HCC)	  machen	   [persönliche	  Mitteilung,	  Manuskript	  
eingereicht].	   Auch	   hier	   lagen	   durch	   Mikrosatelliteninstabilität	   bedingte	   Frameshift-­‐Mutationen	   im	  
SEC63-­‐Gen	   vor,	   darüber	   hinaus	   konnte	   in	   einem	   funktionellen	   Ansatz	   die	   proliferationsfördernde	  
Auswirkung	   einer	   verminderten	   SEC63-­‐Expression	   am	   BXD-­‐Mausmodell	   verifiziert	   werden.	   Das	  
Glioblastoma	  multiforme	  (GBM)	  ist	  der	  häufigste	  bösartige	  Hirntumor	  des	  Erwachsenen	  und	  geht	  mit	  
einer	  überaus	   schlechten	  Prognose	   (mittlere	  Überlebenszeit	  nach	  Diagnosestellung	  ca.	  12	  Monate)	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einher	   [Krex	   et	   al.	   2007].	   Einmal	   diagnostiziert	   gilt	   das	   GBM	   aufgrund	   seines	   diffus	   infiltrativen	  
Wachstums	   als	   nicht	   heilbar	   weshalb	   große	   Anstrengungen	   zum	   Verständnis	   der	   hinter	   dieser	  
Erkrankung	  stehenden	  molekularen	  Mechanismen	  unternommen	  werden	  [Wick	  et	  al.	  2011;	  Mao	  et	  
al.	   2012].	   So	   analysierten	   Lu	   und	   Kollegen	   die	   Genome	   von	   Glioblastom-­‐Zelllinien	   und	   -­‐
Gewebeproben	  und	  konnten	  das	  auf	  dem	  kurzen	  Arm	  von	  Chromosom	  7	  lokalisierte	  SEC61γ	  als	  das	  
neben	   EGFR	   am	   häufigsten	   amplifizierte	   Gen	   identifizieren	   [Lu	   et	   al.	   2009].	   Durch	   funktionelle	  
Untersuchungen	   konnten	   sie	   darüber	   hinaus	   eine	   essentielle	   Bedeutung	   von	   SEC61γ	   für	   die	  
Proliferation	  sowie	  die	  Reaktion	  auf	  ER-­‐Stress	  von	  Tumorzellen	  nachweisen.	  	  	  
Spätestens	   seit	   der	   EHEC-­‐Epidemie	   in	   Deutschland	   im	   Jahr	   2011	   [Buchholz	   et	   al.	   2011]	   ist	   das	  
hämolytisch-­‐urämische	   Syndrom	   (HUS)	   als	   lebensbedrohliche	   Komplikation	   einer	   Infektion	   mit	  
toxinproduzierenden	   Darmbakterien	  weithin	   bekannt.	   Verursacht	   wird	   dieses	   Krankheitsbild	  meist	  
durch	   sog.	   Shiga-­‐Toxin	   produzierende	   Escherischia	   coli	   (STEC).	   Ein	   Hauptvertreter	   innerhalb	   der	  
Gruppe	   der	   Shiga-­‐Toxine	   ist	   die	   AB5	   Subtilase,	   deren	   Wirkmechanismus	   2006	   aufgeklärt	   werden	  
konnte	   [Paton	   et	   al.	   2006]:	   Das	   von	   den	   Bakterien	   produzierte	   Toxin	   wird	   nach	   Binden	   der	   B-­‐
Untereinheit	  an	  auf	  der	  Zelloberfläche	  von	  Enterozyten	  befindlichen	  Rezeptoren	  per	  Endozytose	   in	  
diese	   aufgenommen.	   Durch	   retrograden	   vesikulären	   Transport	   gelangt	   es	   anschließend	   in	   das	  
endoplasmatische	  Retikulum,	  wo	  die	  A-­‐Untereinheit	   ihre	   Subtilase-­‐ähnliche	   Serinprotease-­‐Aktivität	  
entfaltet.	   Deren	   Ziel	   stellt	   das	   ER-­‐luminale	   Hsp70-­‐Chaperon	   BiP	   dar,	   das	   nun	   durch	   limitierte	  
Proteolyse	   in	   zwei	   Fragmente	   gespalten	   und	   somit	   inaktiviert	   wird.	   Entsprechend	   seiner	  
beschriebenen,	   essentiellen	   Funktion	   kommt	   es	   durch	   den	   Funktionsverlust	   von	   BiP	   zu	   einem	  
Untergang	  der	  betroffenen	  Enterozyten	  und	  damit	  zum	  Auftreten	  des	  typischen,	  blutigen	  Durchfalls.	  	  
Lloyd	   und	   Kollegen	   konnten	   2010	   zeigen,	   dass	   eine	   Punktmutation	   im	   SEC61A1-­‐Gen,	   das	   für	   die	  
zentrale	  Untereinheit	  des	  proteintranslozierenden	  Kanals	  in	  der	  ER-­‐Membran	  kodiert,	  	  in	  Mäusen	  zur	  
Entwicklung	  von	  Diabetes	  mellitus	  und	  einer	  Hepatosteatosis	  führt	  [Lloyd	  et	  al.	  2010].	  Allerdings	  kam	  
es	   durch	   die	   beschriebene	   Punktmutation	   nicht	   zu	   einer	   direkten	   Beeinträchtigung	   des	  
Proteintransports	   über	   die	   ER-­‐Membran,	   sondern	   zum	   Auftreten	   von	   ER-­‐Stress	   und	   einer	  
konsekutiven	  β-­‐Zell-­‐Apoptose.	  Nico	  Schäuble	  und	  Sven	  Lang	  gelang	  kürzlich	  der	  Nachweis	  des	  durch	  
mutiertes	  Sec61αY344H	  ausgelösten	  molekularen	  Mechanismus	  [Schäuble	  et	  al.	  2012]:	  Die	  genannte	  
Mutation	   führt	   zu	   einem	   Aminosäureaustausch	   im	   ER-­‐luminalen	   Loop	   7	   von	   Sec61α1,	   der	  
normalerweise	  eine	  Bindestelle	   für	  BiP	  darstellt.	   Infolge	  der	  Mutation	  kann	  BiP	  nicht	  mehr	  an	  den	  
Loop	  7	  binden	  und	  seine	  Funktion	  einer	  „Abdichtung“	  der	  Sec61-­‐Pore	  wahrnehmen	  wodurch	  es	  zu	  
einem	  verstärkten	  Ca2+-­‐Ausstrom	  aus	  dem	  ER	  und	  damit	  einhergehend	  zu	  ER-­‐Stress	  kommt.	  Auf	  die	  
Rolle	  des	  SEC62-­‐Gens	  bei	  der	  Entstehung	  verschiedener	  Krebserkrankungen	  sowie	  die	  in	  den	  letzten	  
Jahren	  auf	  diesem	  Themengebiet	  gewonnenen	  Erkenntnisse	  soll	  –	  da	  Arbeitsgrundlage	  der	  in	  Kapitel	  
2	  beschriebenen	  Experimente	  –	  an	  gesonderter	  Stelle	  (Kapitel	  1.4.2)	  eingegangen	  werden.	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1.4	  Das	  SEC62-­‐Gen	  
	  
1.4.1	  Allgemeines	  
	  
Das	  humane	  SEC62-­‐Gen	   (Synonym:	  TLOC1)	   ist	   31.739	  bp	   lang,	   im	   terminalen	  Teil	   des	   langen	  Arms	  
von	   Chromosom	   3	   (3q26.2)	   lokalisiert	   [Daimon	   et	   al.	   1999;	   GeneCards®	   ID:	   GC03P169681]	   und	  
kodiert	  ein	  399	  Aminosäuren	  (AS)	  langes	  und	  ca.	  46	  kDa	  schweres	  ER-­‐Membranprotein.	  Dieses	  setzt	  
sich	  aus	  einem	  190	  AS	  langen,	  zytosolischen	  N-­‐Terminus	  und	  einem	  ebenfalls	  zytosolisch	  gelegenen,	  
149	   AS	   umfassenden	   C-­‐Terminus	   zusammen,	   die	   durch	   zwei	   Transmembrandomänen	   und	   einen	  
kleinen	  ER-­‐luminalen	  „Loop“	  (17	  AS)	  miteinander	  verbunden	  sind	  (Abb.	  1.11).	  
In	   dem	   Hefeorganismus	   Saccharomyces	   cerevisiae	   ist	   ein	   Homolog	   des	   humanen	   Sec62-­‐Proteins,	  
Sec62p	  genannt,	  bereits	  seit	  Ende	  der	  1980er	  Jahre	  als	  ein	   in	  der	  ER-­‐Membran	   lokalisiertes	  und	  an	  
dem	   posttranslationalen	   Transport	   von	   Vorläuferpeptiden	   in	   das	   ER-­‐Lumen	   bzw.	   die	   ER-­‐Membran	  
beteiligtes	   Protein	   bekannt	   [Deshaies	   und	   Schekman	   1989].	   Neben	   Sec61p	   und	   Sec63p	   ist	   auch	  
Sec62p	  für	  diesen	  Prozess	  sowohl	   in	  vivo	  als	  auch	  in	  vitro	  essentiell	  [Deshaies	  und	  Schekman	  1987;	  
Toyn	  et	  al.	  1988;	  Deshaies	  und	  Schekman	  1989;	  Rothblatt	  et	  al.	  1989].	  Sec62p	  bildet	  im	  Rahmen	  des	  
posttranslationalen	   Proteintransports	   in	   Saccharomyces	   cerevisiae	   gemeinsam	   mit	   dem	  
heterotrimären	   Sec61-­‐Komplex	   (bestehend	   aus	   Sec61p,	   Sbh1p	   und	   Sss1p),	   Sec63p,	   Sec71p	   sowie	  
Sec72p	  einen	  heptameren	  Komplex	   in	  der	  ER-­‐Membran	   [Deshaies	  et	  al.	  1991;	  Panzner	  et	  al.	  1995;	  
Wittke	   et	   al.	   2000]	   und	   interagiert	   dabei	   sowohl	   mit	   Sec61p	   als	   auch	   mit	   Sec63p	   [Deshaies	   und	  
Schekman	   1990].	   Weiterhin	   wurde	   von	   einigen	   Autoren	   aufgrund	   einer	   wiederholt	   beobachteten	  
Kolokalisation	  bzw.	  transienten	  Interaktion	  mit	  gewissen	  Signalpeptiden	  [Lyman	  und	  Schekman	  1997;	  
Matlack	   et	   al.	   1997;	   Dünnwald	   et	   al.	   1999]	   eine	   Rolle	   von	   Sec62p	   für	   einen	   SRP-­‐unabhängigen	  
Targeting-­‐Prozess	  vermutet	  [Ng	  et	  al.	  1996;	  Plath	  et	  al.	  1998].	  	  
Der	   erste	  Nachweis	   einer	   humanen	   SEC62-­‐cDNA	   [Daimon	   et	   al.	   1997]	   bzw.	   des	   Sec62-­‐Proteins	   im	  
Säuger	  gelang	  allerdings	  erst	  etwa	  zehn	  Jahre	  später.	  Auch	  hier	  bindet	  Sec62	  sowohl	  an	  den	  Sec61-­‐
Komplex	  (genauer	  gesagt	  an	  dessen	  β-­‐Untereinheit)	  als	  auch	  mit	  seinem	  positiv	  geladenen,	  zentralen	  
Abschnitt	   des	   N-­‐Terminus	   an	   den	   negativ	   geladenen	   und	   ebenfalls	   zytosolischen	   C-­‐Terminus	   von	  
Sec63	   [Meyer	   et	   al.	   2000;	   Tyedmers	   et	   al.	   2000].	   Die	   Beobachtungen,	   dass	   Sec62,	   Sec63	   und	   der	  
Sec61-­‐Komplex	   in	   Hundepankreas-­‐Mikrosomen	   in	   nahezu	   äquimolaren	   Konzentrationen	   vorliegen	  
[Tyedmers	   et	   al.	   2000]	   und	  dass	   alle	   drei	   Proteine	  deutlich	  miteinander	   interagieren	   [Meyer	   et	   al.	  
2000;	  Tyedmers	  et	  al.	  2000;	  Müller	  et	  al.	  2010],	  deuten	  darauf	  hin,	  dass	  Sec62	  und	  Sec63	  im	  Säuger	  
sowohl	  beim	  co-­‐	  als	  auch	  beim	  posttranslationalen	  Transport	  mit	  dem	  Sec61-­‐Komplex	  assoziiert	  sind.	  
Dabei	   ist	  allerdings	  anzumerken,	  dass	  der	  posttranslationale	  Proteintransport	  in	  das	  ER	  bei	  Säugern	  
im	   Vergleich	   zur	   Situation	   bei	   Saccharomyces	   cerevisiae	   eine	   deutlich	   geringe	   Rolle	   spielt.	   Im	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Unterschied	  zu	  Sec62p	  in	  Hefen	  hat	  das	  Säuger-­‐Sec62	  im	  Laufe	  der	  Evolution	  allerdings	  eine	  weitere	  
Funktion	  hinzugewonnen,	  nämlich	  die	  Interaktion	  mit	  dem	  Tunnelausgang	  von	  translatierenden	  80S-­‐
Ribosomen	   [Müller	  et	  al.	   2010].	  Diese	   Interaktion	   ist	   sowohl	   salz-­‐	   als	   auch	  RNase-­‐sensitiv	   (was	  auf	  
eine	  Beteiligung	  ribosomaler	  RNA	  an	  der	  Bindung	  hindeutet)	  und	  wird	  über	  zwei	  im	  N-­‐Terminus	  von	  
Sec62	  gelegene	  und	  stark	  positiv	  geladene	  basische	  Oligopeptidmotive	  vermittelt	  (Abb.	  1.11	  B).	  	  
	  
	  
	  
Abb.	  1.11:	  Aminosäuresequenz,	  Topologie	  und	  Interaktionen	  des	  Sec62-­‐Proteins	  in	  Säugern.	  (A)	  Darstellung	  
der	   Aminosäuresequenz	   von	   Sec62	   mit	   Einbuchstaben-­‐Code	   (siehe	   Abkürzungsverzeichnis).	   Zusätzlich	   sind	  
durch	  entsprechende	  farbige	  Markierungen	  bzw.	  Unterstreichungen	  topologische	  bzw.	  funktionell	  bedeutsame	  
Domänen	  gekennzeichnet.	   (B)	   Topologie	  des	   Sec62-­‐Proteins	   in	  der	   ER-­‐Membran.	  Die	   farbigen	  Markierungen	  
entsprechen	   denen	   aus	   (A),	   „+“	   bezeichnet	   positiv	   geladene	   Aminosäuren.	   Darüber	   hinaus	   sind	   die	  
nachgewiesenen	   Interaktionsdomänen	   mit	   dem	   ribosomalen	   Tunnelausgang,	   dem	   C-­‐Terminus	   von	   Sec63	  
(Sec63C)	   sowie	   Sec61β	   angedeutet.	   Eine	   Interaktion	   bzw.	   Kolokalisation	   des	   sich	   unmittelbar	   an	   die	   zweite	  
Transmembrandomäne	  anschließenden	  Abschnitts	  des	  C-­‐Terminus	  mit	  Signalpeptiden	  von	  Vorläuferproteinen	  
konnte	  bisher	  nur	  in	  Saccharomyces	  cerevisiae	  gezeigt	  werden.	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Auffallend	   ähnlich	   lässt	   sich	   die	   Interaktion	   von	   ERj1	   mit	   dem	   ribosomalen	   Tunnelausgang	  
charakterisieren	   [Dudek	   et	   al.	   2005;	   Blau	   et	   al.	   2005].	   Da	   ERj1	   über	   seine	   ER-­‐luminale	   J-­‐Domäne	  
ebenfalls	   die	   Fähigkeit	   zur	   Bindung	   von	   BiP	   besitzt	   und	   dieses	   zum	   translozierenden	   Sec61-­‐Kanal	  
rekrutiert,	   können	  vergleichbare	  Funktionen	  des	  Sec62-­‐Sec63-­‐Komplexes	  einerseits	   sowie	  von	  ERj1	  
andererseits	  vermutet	  werden:	  Beide	  koordinieren	  und	  regulieren	  im	  Rahmen	  des	  cotranslationalen	  
Proteintransports	   die	   Bindung	   des	   translatierenden	   80S-­‐Ribosoms	   und	   des	   ER-­‐luminalen	   Hsp70-­‐
Chaperons	   BiP	   auf	   den	   gegenüberliegenden	   Seiten	   des	   Sec61-­‐Komplexes.	   Diese	   funktionelle	  
Redundanz	   würde	   auch	   erklären	  wieso	   ein	   SEC63-­‐Knockout	   in	   Säugern	   zwar	   zu	   schwerwiegenden	  
Krankheitserscheinungen	   in	   Form	  zahlreicher	   Leberzysten	   führt,	   jedoch	  nicht	   letal	   ist	   [Davilla	  et	  al.	  	  
2004].	  Weiterhin	  wurden	  bereits	  Beobachtungen	  publiziert,	  die	  eine	  Beteiligung	  von	  Sec62	  bei	  der	  
posttranslationalen	   Integration	   von	   sog.	   „Tail-­‐anchor-­‐Proteinen“	   in	   die	   ER-­‐Membran	   	   [Abell	   et	   al.	  
2003;	  Borgese	  et	  al.	  2003]	  sowie	  beim	  posttranslationalen	  Transport	  kleiner	  sekretorischer	  Proteine	  
[Lakkaraju	  et	  al.	  2012]	  nahelegen.	  In	  Anbetracht	  der	  erläuterten	  Datenlage	  erscheint	  eine	  Beteiligung	  
von	   Sec62	   an	   den	   Mechanismen	   des	   co-­‐	   und/oder	   posttranslationalen	   Proteintransports	   in	   das	  
endoplasmatische	   Retikulum	   zwar	   sehr	   wahrscheinlich,	   die	   genaue	   physiologische	   Funktion	   von	  
Sec62	  konnte	  jedoch	  trotz	  intensiver	  Bemühungen	  bisher	  nicht	  sicher	  aufgeklärt	  werden.	  Neben	  den	  
genannten	  Vermutungen	  ist	  auch	  eine	  Rolle	  von	  Sec62	  in	  der	  Ca2+-­‐Homöostase	  denkbar,	  da	  Sec62	  in	  
seinem	  N-­‐terminalen	  Abschnitt	  ein	  Ca2+-­‐bindendes,	  sog.	  „EF-­‐Hand-­‐Motiv“	  aufweist,	  einen	  Einfluss	  auf	  
die	   durch	   Störung	   der	   Ca2+-­‐Homöostase	   herbeigeführte	   Induktion	   der	   Unfolded	   Protein	   Response	  
(UPR)	  zu	  haben	  scheint	  [eigene	  Beobachtungen]	  und	  darüber	  hinaus	  in	  einigen	  Datenbanken	  auch	  als	  
putativer	  Ca2+-­‐Kanal	  aufgeführt	  wird.	  
	  
	  
	  	  
1.4.2	   Vorarbeiten	   zur	   Rolle	   des	   SEC62-­‐Gens	   bei	   der	   Entstehung	  
	   maligner	  Neoplasien	  
	  
Im	   Jahr	   2006	   wurde	   das	   SEC62-­‐Gen	   erstmals	   in	   einem	   medizinischen	   Kontext	   erwähnt.	   Damals	  
detektierte	  die	  Arbeitsgruppe	  des	  urologischen	  Forschungslabors	  am	  UKS	  um	  Prof.	  Bernd	  Wullich	  bei	  
der	  genetischen	  Analyse	  von	  Prostatakarzinomzelllinien	  sowie	  -­‐gewebeproben	  mittels	  komparativer	  
genomischer	   Hybridisierung	   (CGH)	   eine	   bisher	   nicht	   beschriebene	   Amplifikationseinheit	   in	   der	  
terminalen	  Region	  des	  langen	  Armes	  von	  Chromosom	  3	  (3q25-­‐q26)	  [Sattler	  et	  al.	  2000;	  Lensch	  et	  al.	  
2002].	  Bei	  näherer	  Eingrenzung	  durch	  Fluoreszenz-­‐in-­‐situ-­‐Hybridisierung	  (FISH)	  und	  quantitative	  real-­‐
time	   PCR	   (qPCR)	   konnte	   TLOC1/SEC62	   als	   das	   am	   häufigsten	   amplifizierte	   und	   in	   dieser	   Region	  
lokalisierte	  Gen	  identifiziert	  werden	  [Jung	  et	  al.	  2006].	  Darüber	  hinaus	  konnte	  in	  den	  entsprechenden	  
Fällen	   durch	   quantitative	   real-­‐time	   RT-­‐PCR	   (qRT-­‐PCR)	   und	  Western	   Blot	   auch	   eine	   Steigerung	   des	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Sec62	   mRNA-­‐	   und	   Proteingehaltes	   nachweisen	   werden.	   Infolgedessen	   wurde	   eine	   (durch	   die	  
Deutsche	   Krebshilfe	   finanziell	   geförderte)	   Kooperation	   mit	   der	   Arbeitsgruppe	   von	   Prof.	   Richard	  
Zimmermann,	  die	  sich	  seit	  vielen	  Jahren	  mit	  den	  am	  Proteintransport	  in	  das	  ER	  beteiligten	  Proteinen	  
und	  Mechanismen	  beschäftigt,	  und	  Prof.	  Rainer	  Grobholz	  vom	  Institut	   für	  allgemeine	  und	  spezielle	  
Pathologie	  des	  UKS	   initiiert,	   um	  den	  Hinweisen	  auf	   eine	  Rolle	   von	  SEC62	   bei	   der	  Pathogenese	  des	  
Prostatakarzinoms	  weiter	   nachzugehen.	   Im	   Rahmen	   dieses	   Projektes	   konnte	   gezeigt	  werden,	   dass	  
ein	   gegenüber	   tumorfreiem	  Prostatagewebe	   erhöhter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   bei	   Prostatakarzinomen	  
häufig	   nachzuweisen	   und	  mit	   einer	   Entdifferenzierung	   der	   Tumoren	   assoziiert	   ist	   (Korrelation	  mit	  
Gleason-­‐Score),	   dass	   dieser	   Anstieg	   weder	   auf	   eine	   ER-­‐Expansion	   noch	   eine	   UPR-­‐Induktion	  
zurückzuführen	   ist	   und	   dass	   siRNA-­‐induziertes	   SEC62-­‐Silencing	   zu	   einer	   erheblichen	   Verminderung	  
sowohl	  der	  Migrations-­‐	  und	  Invasionsfähigkeit	  als	  auch	  der	  ER-­‐Stress-­‐Toleranz	  von	  Tumorzellen	  führt	  
[Greiner	  et	  al.	  2011	  A;	  Greiner	  et	  al.	  2011	  B].	  Um	  zu	  überprüfen,	  ob	  möglicherweise	  auch	  in	  anderen	  
Tumorentitäten	  eine	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  beobachtet	  werden	  kann,	  wurde	  darüber	  
hinaus	  ein	  sog.	  „Multi-­‐Tumor	  Tissue	  Microarray“	  angefertigt.	   In	  diesem	  wurden	  bei	   insgesamt	  2071	  
Gewebeproben,	   die	   55	   verschiedene	   Tumorentitäten	   repräsentierten,	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   auf	  
immunhistochemischer	   Basis	   zwischen	   Tumorgewebe	   und	   entsprechendem	   tumorfreiem	   Gewebe	  
vergleichend	  beurteilt	  [Greiner	  et	  al.	  2011	  A].	  	  
	  
	  
Tab.	  1.3:	  Auszug	  der	  Resultate	  eines	  Multi-­‐Tumor	  Tissue	  Microarray	  mit	   immunhistochemischer	  Detektion	  
von	  Sec62	  in	  2071	  Gewebeproben	  (ca.	  2	  mm	  durchmessende	  Stanzen)	  [Greiner	  et	  al.	  2012	  A].	  In	  einem	  Multi-­‐
Tumor	  Tissue	  Microarray	  wurde	  auf	  immuhistochemischer	  Basis	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  in	  zahlreichen	  Tumor-­‐	  
und	  tumorfreien	  Gewebeproben	  verschiedener	  Organe	  und	  Entitäten	  untersucht.	  Dargestellt	  sind	  die	  Resultate	  
für	  die	  analysierten	  Proben	  von	  Lunge	  und	  Schilddrüse.	  SCLC	  =	  small	  cell	  lung	  carcinoma;	  SCC	  =	  squamous	  cell	  
carcinoma;	  LCC	  =	  large	  cell	  carcinoma;	  AC	  =	  Adenocarcinoma;	  Lunge	  =	  tumorfreies	  Lungengewebe;	  TA	  =	  thyroid	  
adenoma;	   FTC	   =	   follicular	   thyroid	   carcinoma;	   PTC	   =	   papillary	   thyroid	   carcinoma;	   Schilddrüse	   =	   tumorfreies	  
Schilddrüsengewebe	  
	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  A	  
	  
	   	  	  	  	  	  B	  
	  
En#tät& n& Sec62,posi#v& Anteil&
SCLC$ 42$ 39$ 93$%$
SCC$ 43$ 41$ 95$%$
LCC$ 24$ 23$ 96$%$
AC$ 78$ 76$ 97$%$
Lunge$ 10$ 0$ 0$%$
En#tät& n& Sec62,posi#v& Anteil&
TA# 27# 5# 19#%#
FTC# 47# 41# 87#%#
PTC# 28# 28# 100#%#
Schilddrüse# 14# 2# 14#%#
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Die	  aussichtsreichsten	  Ergebnisse	  zeigten	  sich	  dabei	  für	  das	  Lungenkarzinom:	  95%	  der	  untersuchten	  
Tumore	  zeigten	  eine	  deutliche	  Sec62-­‐Anfärbung,	   jedoch	  keine	  einzige	  der	  analysierten	  tumorfreien	  
Lungengewebeproben.	   Auch	   bei	   den	   differenzierten	   Schilddrüsenkarzinomen	   war	   ein	   deutlicher	  
Unterschied	   zwischen	   den	   Karzinomproben	   (92%	   Sec62-­‐positiv)	   einerseits	   sowie	   den	   Proben	   von	  
Schilddrüsenadenomen	  (19%	  Sec62-­‐positiv)	  und	  normalem	  Schilddrüsengewebe	  (14%	  Sec62-­‐positiv)	  
andererseits	  festzustellen	  (Tab.	  1.3).	  Diesen	  vielversprechenden	  Hinweisen	  auf	  eine	  Rolle	  von	  Sec62	  
bei	  der	  Entstehung	  von	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomen	  im	  Rahmen	  einer	  Kooperation	  mit	  Dr.	  
Volker	   Jung	   vom	   urologischen	   Forschungslabor	   sowie	   Prof.	   Bohle	   vom	   Institut	   für	   allgemeine	   und	  
spezielle	   Pathologie	   des	   UKS	   weiter	   nachzugehen	   sollte	   nun	   die	   Aufgabe	   von	   zwei	   medizinischen	  
Doktoranden	   der	   Arbeitsgruppe	   von	   Prof.	   Zimmermann	   (dem	   Autor	   dieser	   Arbeit	   und	  Maximilian	  
Linxweiler)	  sein.	  
	  
	  
	  
1.5	  Zielsetzung	  der	  Arbeit	  
	  
Das	  vorrangige	  Ziel	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  bestand	  in	  einer	  Überprüfung	  der	  Hinweise	  auf	  eine	  Rolle	  
von	  Sec62	  bei	  der	  Pathogenese	  von	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomen	  (mit	  einem	  Schwerpunkt	  
bei	   den	   Lungenkarzinomen),	   welche	   sich	   im	   Rahmen	   entsprechender	   Vorarbeiten	   ergeben	   hatten	  
(siehe	  Kapitel	  1.4.2).	  Hierzu	  sollten	  der	  SEC62-­‐mRNA-­‐	  sowie	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  in	  einer	  großen	  
Anzahl	  pathologisch	  evaluierter	  Gewebeproben	  durch	   Immunhistochemie	  bzw.	  quantitative	  RT-­‐PCR	  
bestimmt	   und	   anhand	   statistischer	   Analysen	   überprüft	   werden,	   ob	   sich	   diese	   zwischen	  
histologischen	   Subtypen,	   epidemiologischen	   Gruppen	   (Alter/Geschlecht)	   oder	   verschiedenen	  
Krankheitsstadien	   signifikant	   unterscheiden.	   Auf	   Grundlage	   der	   hierbei	   gewonnenen	   Resultate	  
sollten	  darüber	  hinaus	  durch	  diverse	  molekularbiologische,	   proteinbiochemische	   sowie	   funktionell-­‐
zellbiologische	   Untersuchungen	   Erkenntnisse	   hinsichtlich	   an	   dem	   Prozess	   der	   Karzinogenese	  
beteiligter,	  Sec62-­‐assoziierter/-­‐abhängiger	  molekularer	  Mechanismen	  gewonnen	  werden.	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2.	  Material	  und	  Methoden	  
	  
2.1	  Material	  
	  
2.1.1	  Verbrauchsmaterialien	  und	  Geräte	  
	  
Abimed,	  Düsseldorf	   Gilson-­‐Pipetten	  
Agilent	  Technologies,	  Waldbronn	   2100	  Bioanalyzer;	  RNA	  6000	  Nano	  Kit	  
American	  National	  Can,	  Neenah,	  USA	   Parafilm®	  M	  
Applied	  Biosystems,	  Foster	  City,	  USA	   TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays;	  TaqmanTM	  Gene	  
Expression	  Master	  Mix;	  StepOneTM	  Plus	  Real-­‐Time	  PCR	  
System;	  Optical	  Adhesive	  Covers	  für	  96-­‐well	  Platten;	  
MicroAmp®	  Fast	  96-­‐well	  Reaction	  Plates	  (0,1	  ml)	  
BD	  Biosciences,	  Bedford,	  USA	   Falcon®	  1/10/25	  ml	  serological	  pipets	  	  
Bio-­‐Rad,	  München	   Trans-­‐BlotTM	  Cell	  (Blot-­‐Kammer	  für	  SDS-­‐PAGE)	  
Dako,	  Glostrup,	  Dänemark	   REALTM	  Detection	  System	  Alkaline	  Phosphatase/RED,	  
Rabbit/Mouse	  (LSAB-­‐Detektionssystem	  für	  IHC);	  
Strept-­‐AB-­‐Complex/HRP	  (SABC/DAB-­‐Detektions-­‐
system	  für	  IHC)	  	  
Eppendorf,	  Hamburg	   Tubes;	  Thermomixer	  comfort;	  Tischkühlzentrifuge	  
5402;	  mini	  Spin	  plus	  Tischzentrifuge	  
Feather,	  Osaka,	  Japan	   Mikrotomklingen	  Carbon	  Steel	  C35	  
Fermentas	  Life	  Science,	  Waltham,	  USA	   Page	  RulerTM	  prestained	  protein	  ladder	  
Gebrüder	  Haake,	  Karlsruhe	   Kühlsystem	  für	  DIGE-­‐Gelkammer	  
GE	  healthcare,	  Chalfont	  St.	  Giles,	  UK	   CyDyeTM	  DIGE	  Fluor	  minimal	  dye;	  DeStreakTM	  
Rehydration	  Solution;	  Immobiline	  IPG-­‐Strips,	  pH	  3-­‐11,	  
NL,	  24	  cm;	  2D	  Clean-­‐Up	  Kit;	  2D	  Quant	  Kit;	  Typhoon	  
Trio	  Variable	  Mode	  Imager;	  Ettan	  Spot	  Picker;	  Ettan	  
IPGphor	  3;	  Ettan	  DALT	  six	  Electrophoresis	  Unit;	  IPG	  
Box;	  IPG	  phorTM	  Paper	  Bridges;	  IPG	  phorTM	  Sample	  
Cups;	  IPG	  Box	  Kit;	  illustraTM	  triple	  Prep	  Kit	  
Gelaire	  Flow	  Laboratories,	  Meckenheim	   Sterilbank	  TC72	  
Gerhard	  Menzel,	  Braunschweig	   Objektträger	  unbeschichtet,	  Deckgläser	  rund	  
Gottlieb	  Kern	  &	  Sohn,	  Balingen	   Feinwaage	  EW	  6000-­‐1M,	  Feinwaage	  770-­‐12	  	  
Greiner	  bio-­‐one,	  Gremsmünster	   filter-­‐tip	  FT	  10/20/200/1000	  µl;	  CELLSTAR®	  cell	  
culture	  flasks	  250	  ml	  (75	  cm2),	  50	  ml	  (25	  cm2);	  
Zellkultur-­‐Multiwell-­‐Platten	  6,	  12,	  24	  well;	  
Zellkulturschalen	  ∅	  3,5	  cm,	  6	  cm,	  10	  cm;	  Cryo.STM	  
Kryoröhrchen	  
Hamilton	  Company,	  Reno,	  USA	   Glasspritzen	  (zum	  Beladen	  von	  Geltaschen)	  
Heraeus,	  Hanau	   Bactifuge	  (Zentrifuge	  für	  20	  ml	  Falcon-­‐Röhrchen)	  
IBS	  Integra,	  Fernwald	   Pipetboy	  acu	  
IKA,	  Staufen	   Vortex	  für	  RNA-­‐Chips;	  Magnetrührer	  Combimag	  RCT	  	  
Invitrogen,	  Karlsruhe	   GIBCO®	  DMEM	  Zellkulturmedium;	  Opti-­‐MEM®	  
reduced	  serum	  medium;	  GIBCO®	  PBS,	  pH	  7,2;	  GIBCO®	  
NEAA-­‐Lösung;	  CountessTM	  automated	  cell	  counter;	  
CountessTM	  cell	  counting	  chamber	  slides;	  dATP/dCTP/	  
dTTP/dGTP	  solution	  100	  mM;	  Oligo(dT)12-­‐18	  Primer;	  
SuperScript	  II	  Reverse	  Transkriptase	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Kimberly-­‐Clark,	  Koblenz	   Kimtech	  Science	  Precision	  Wipes	  
Labortechnik	  Fröbel,	  Lindau	   Rocky®	  Kipper	  
Leica	  microsystems,	  Nussloch	   819	  low	  profile	  microtome	  blades;	  
Rotationsmikrotom	  RM	  2125	  RT;	  Kryostat	  CM	  1900	  	  
Macherey-­‐Nagel,	  Düren	   Nucleo	  Spin®	  RNA	  II	  Isolation	  Kit	  
Millipore,	  Bedford,	  USA	   Immobilion-­‐P	  Transfermembranen	  (Porengröße	  0,45	  
µm);	  Milli-­‐Q	  Plus	  185	  Filter-­‐	  u.	  Deionisierungsanlage	  
Nikon,	  Tokio,	  Japan	   Mittelformatscanner	  Super	  Coolscan	  5000	  ED;	  
Digitalkamera	  Digital	  sight	  DS-­‐2MBWc	  ;	  Eclipse	  
TE2000-­‐S	  Fluoreszenzmikroskop;	  NIS	  Elements	  3.21/	  
NIS	  Viewer	  3.2	  Bildbearbeitungssoftware	  
Peqlab,	  Erlangen	   Nanodrop®	  ND	  1000	  Spektrophotometer	  
Pharmacia,	  Uppsala,	  Schweden	   Elektrophoresestromgeber	  EPS	  3500,	  EPS	  600,	  EPS	  
3501XL;	  Ultrospec	  3000	  Spektrophotometer	  
Poulten	  &	  Graf,	  Wertheim	   Glas-­‐Pasteurpipetten	  
Privileg,	  Hamburg	   Mikrowellenofen	  1026	  E	  	  
PS	  Kunststofftechnik,	  Michelbach	   Melamin	  4495-­‐Mörser	  und	  -­‐Pistill	  	  
Qiagen,	  Hilden	   RNeasy®	  FFPE	  Kit;	  QIAquick®	  PCR	  purification	  Kit;	  
HiPerFect	  Transfection	  Reagent	  
R.	  Langenbrinck,	  Emmendingen	   Deckgläser	  24mm	  x	  60mm,	  24mm	  x	  24mm	  
Roche,	  Mannheim	   FuGENE	  HD	  Transfection	  Reagent	  
Sarstedt,	  Nümbrecht	   Filter-­‐Pipettenspitzen	  10/200/1000	  µl	  
Sartorius,	  Göttingen	   Feinwaagen	  BP61,	  BP	  4100,	  LA	  420	  	  
Schleicher	  &	  Schüll,	  Dassel	   Filterpapier	  DE81	  
Schütt,	  Göttingen	   Autoklav	  
SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	   Buffer	  Kit	  2D	  Gel	  DALT	  six;	  2D	  Gel	  DALT	  NF	  12,5%	  
Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	   Glass	  beads,	  L-­‐Glutamin	  
Systec,	  Karlstadt	   Autoklav	  3870	  ELV	  	  
Thermo	  Fisher	  Scientific,	  Waltham,	  USA	   Superfrost	  Ultra	  Plus	  Objektträger;	  HeraCell	  150i	  
Brutschrank	  
Uni	  Equip,	  Planegg	   Vortex,	  ARE	  heating	  magnetic	  stirrer	  
WTW,	  Weilheim	   pH-­‐Einstabmesskette	  SenTix	  61;	  Technical	  Buffer	  pH	  
4.01/7.00/10.00;	  pH-­‐Meter	  inolab	  pH	  level	  1;	  
Elektrolytlösung	  	  	  
Zeiss,	  Jena	   Lichtmikroskop	  Axioskop	  40;	  Kamera	  XIOCAM	  MRc5;	  
AxioVision	  Release	  4.8.2	  Bildbearbeitungssoftware	  
	  
Elektrophoresekammern	  für	  SDS-­‐PAGE	  (Eigenbau	  der	  Werkstatt	  Biochemie	  1,	  Göttingen)	  
	  
	  
	  
2.1.2	  Chemikalien	  
	  
Aceton	   	  Zentrales	  Chemikalienlager,	  UKS	  
Acrylamid	  4x	  solution,	  40%	  (w/v)	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	  
Agarosepulver	   	   	   	   	   Difco	  Laboratories,	  Detroit,	  USA	  
Albumin	  from	  bovine	  serum,	  lyophilized	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Ammonium	  persulfate	  20%	  (w/v)	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	   	  
Aqua	  dest.	   	   	   	   	   B.Braun,	  Melsungen	  
Bisacrylamid	  20%	  (w/v)	  	   	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	  
Bromphenolblau,	  Na-­‐Salz	   	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	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Diaminobenzidin	  Substrate	   	   	   Roche	  Diagnostics,	  Mannheim	  
Dimethylsulfoxid	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Dinatriumhydrogenphosphat	   	   	   Grüssing,	  Filsum	  
1,4-­‐Dithiothreitol	   	   	   	   Roche	  Diagnostics,	  Mannheim	  
Dodecylsulfat	  Na-­‐Salz	   	   	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	  
Entellan	  Eindeckmedium	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Eosin	  G-­‐Lösung	  5%,	  wässrig	   	   	   Zentrales	  Chemikalienlager,	  UKS	  
Essigsäure	  100%	   	   	   	   Apotheke	  im	  UKS	  
Ethanol	  99%,	  vergällt	  mit	  1%	  MEK	   	   Zentrales	  Chemikalienlager,	  UKS	  
Ethanol	  absolute,	  undenaturated	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	  
Fetal	  bovine	  serum	   	   	   	   Biochrom,	  Berlin	  
Formaldehyd	   	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
G418	  (Geneticin)	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Glycin	  kristallin	  	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Glycerin	  p.a.	  	   	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Hämatoxylin	  nach	  Böhmer	   	   	   Mephisto,	  Frankfurt	  am	  Main	  
Harnstoff	   	   	   	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	  
Iodoacetamide	   	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Kaliumchlorid	   	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Kaliumdihydrogenphosphat	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Magermilchpulver	  Sucofin,	  leicht	  löslich	   TSI,	  Zeven	  
Magnesiumchlorid	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Methanol	   	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
2-­‐Mercaptoethanol	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Mowiol	  4-­‐88	   	   	   	   	   Calbiochem,	  Bad	  Soden	  
Natriumchlorid	  	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
N,N-­‐Dimethylformamid	  	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
N-­‐Propylgallat	   	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Paraformaldehyd	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Penicillin/Streptomycin	  	   	   	   PAA	  Laboratories,	  Pasching,	  Österreich	  
Phalloidin-­‐FITC	   	   	   	   	   Enzo	  Life	  Sciences,	  Farmingdale,	  USA	  
Poly-­‐L-­‐Lysin	  0,1%	  (w/v)	  	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	   	   	   	  
Roti®	  Mount	  Fluor	  Care	  DAPI	   	   	   Carl	  Roth,	  Mannheim	  
Salzsäure	   	   	   	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Salzsäure	  1%	  in	  Ethanol	  99,5%,	  vergällt	  	   Apotheke	  im	  UKS	  
TEMED	  	   	   	   	   	   Millipore,	  Bedford,	  USA	  
Thapsigargin	   	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Trinatriumcitrat-­‐dihydrat	   	   	   Carl	  Roth,	  Mannheim	  
Tris(hydroxymethyl)aminomethan	   	   Merck,	  Darmstadt	  
Triton	  X100	   	   	   	   	   SERVA	  Electrophoresis,	  Heidelberg	  
Trypan	  Blau	  0,4%	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Trypsin-­‐EDTA	   	   	   	   	   PAA	  Laboratories,	  Pasching,	  Österreich	  
Tunicamycin	   	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Tween	  20	  	   	   	   	   	   Sigma-­‐Aldrich,	  Steinheim	  
Wasserstoffperoxid,	  35%	  wt	   	   	   Acros	  Organics,	  New	  Jersey,	  USA	  
Xylol,	  Isomerengemisch	  reinst	   	   	   Zentrales	  Chemikalienlager,	  UKS	  
Zitronensäure	   	   	   	   	   Carl	  Roth,	  Mannheim	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2.1.3	  Antikörper	  
	  
Tab.	  2.1:	  Verwendete	  Primärantikörper.	  IHC	  =	  Immunhistochemie,	  IF	  =	  Immunfluoreszenz,	  WB	  =	  Western	  Blot	  
	  
	  
	  
Tab.	  2.2:	  Verwendete	  Sekundärantikörper	  und	  Antikörperfragmente.	   IHC	  =	  Immunhistochemie,	   IF	  =	   Immun-­‐
fluoreszenz,	  WB	  =	  Western	  Blot	  
	  
An#körper) Herkun,)
Herstellungsart,)
Spezies)
Verdünnung)
IHC/IF)
Verdünnung)
WB)
An#$Sec62,+
aﬃnitätsgereinigt+
Mar#n+Jung+(Ins#tut+für+med.+Biochemie+
u.+Molekularbiologie,+Homburg/Saar)+ polyklonal,+Kaninchen+ 1:200+ 1:1000+
An#$Sec61β,+
aﬃnitätsgereinigt+
Mar#n+Jung+(Ins#tut+für+med.+Biochemie+
u.+Molekularbiologie,+Homburg/Saar)+ polyklonal,+Kaninchen+ 1:200+ 1:1000+
An#$BiP,++
aﬃnitätsgereinigt+
Mar#n+Jung+(Ins#tut+für+med.+Biochemie+
u.+Molekularbiologie,+Homburg/Saar)+ polyklonal,+Kaninchen+ 1:100+ 1:1000+
An#$Bax+ Dako,+Glostrup+(Dänemark)+ polyklonal,+Kaninchen+ 1:30+ $$$+
An#$Bcl2+
Dako,+Glostrup+
(Dänemark)+ monoklonal,+Maus+ 1:20+ $$$+
An#$Ki67+
Dako,+Glostrup+
(Dänemark)+ monoklonal,+Maus+ 1:50+ $$$+
An#$p63+
Sigma$Aldrich,++
St.+Louis+(USA)+ monoklonal,+Maus+ 1:100+ $$$+
An#$β$Ac#n+ Cell+Signaling+Technology,+Danvers+(USA)+ polyklonal,+Kaninchen+ $$$+ 1:1000+
An#$Vimen#n,++
Cy3$markiert+ Sigma$Aldrich,+St.+Louis+(USA)+ monoklonal,+Maus+ 1:200+ 1:1000+
An#$GAPDH+
Santa+Cruz+Biotechnology,+Santa+Cruz+
(USA)+ polyklonal,+Kaninchen+ $$$+ 1:1000+
An#körper)
/+fragmente) Herkun3)
Herstellungsart,)
Spezies) Verdünnung)IHC/IF)
Verdünnung)
WB)
An#$Kaninchen$/Maus$
IgG,3bio#nyliert3
Dako,3Glostrup33
(Dänemark)3 polyklonal,3Ziege3
gebrauchsfer#ge3Lösung3
(Bestandteil3des3Dako3
REALTM3Detec#on3Kit)3
$$$3
An#$Kaninchen$IgG,3
bio#nyliert3
Dako,3Glostrup3
(Dänemark)3 polyklonal,3Ziege3 1:4003 $$$3
An#$Maus$IgG,33
Cy3$markiert3
Jackson3Immunoresearch,3
West3Grove3(USA)3 polyklonal,3Ziege3 1:1003 $$$3
An#$Maus$IgG,3
FITC$markiert3
Jackson3Immunoresearch,3
West3Grove3(USA)3 polyklonal,3Ziege3 1:1003 $$$3
An#$Kaninchen$IgG,3
Cy3$markiert3
Jackson3Immunoresearch,3
West3Grove3(USA)3 polyklonal,3Ziege3 1:1003 $$$3
An#$Kaninchen$IgG,3
FITC$markiert3
Jackson3Immunoresearch,3
West3Grove3(USA)3 polyklonal,3Ziege3 1:1003 $$$3
F(ab´2)3Fragmente3von3
An#$Kaninchen$IgG3
Jackson3Immunoresearch,3
West3Grove3(USA)3 polyklonal,3Ziege3 1:503 $$$3
An#$Kaninchen$IgG,3
Cy5$markiert3
Sigma$Aldrich,3
St.3Louis3(USA)3
polyklonal,3
Ziege3 $$$3 1:10003
An#$Kaninchen$IgG,3
Alexa488$markiert3 Invitrogen,3Karlsruhe3 polyklonal,3Ziege3 1:10003 $$$3
An#$Maus$IgG,3
Cy3$markiert3
Sigma$Aldrich,3
St.3Louis3(USA)3
polyklonal,3
Ziege3 $$$3 1:25003
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Alle	   Antikörper	   wurden	   für	   Immunhistochemie	   und	   Immunfluoreszenz	   in	   PBS/0,1%	   BSA	   (Gewebe)	  
bzw.	  PSS-­‐Lösung	   (kultivierte	  Zellen),	   für	  Western	  Blot	   in	  PBS/5%	  Milchpulver	   im	   jeweils	  angegeben	  
Verhältnis	  verdünnt.	  Die	  Spezifität	  der	  im	  Institut	  für	  medizinische	  Biochemie	  und	  Molekularbiologie	  
selbst	   hergestellten,	   polyklonalen	   Kaninchen-­‐Antikörper	   war	   vor	   deren	   Verwendung	   jeweils	   per	  
Western	   Blot	   und/oder	   Immunfluoreszenzfärbung	   von	   Zellen	   in	   Kombination	   mit	   siRNA-­‐
vermitteltem,	   posttranskriponalem	   Gen-­‐Silencing	   sowie	   Plasmidtransfektion	   getestet	   worden	  
[Greiner	  et	  al.	  2011	  A]	  .	  
	  
	  
	  
2.1.4	  Zelllinien	  und	  Plasmide	  
	  
Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  wurde	  u.a.	  mit	  HEK293-­‐Zellen	  (DSMZ	  Nr.	  ACC305)	  gearbeitet,	  die	  zuvor	  wie	  
in	   der	   Literatur	   beschrieben	   entweder	  mit	   einem	  die	  SEC62-­‐cDNA	  enthaltenden	  Plasmid	   (pcDNA3-­‐
SEC62-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´)	   oder	   einem	   Leervektor	   (pcDNA3-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´)	   stabil	   transfiziert	   worden	  
waren	  [Linxweiler	  et	  al.	  2012].	  Zur	  Selektion	  der	  erfolgreich	  transfizierten	  Klone	  wurden	  diese	  Zellen	  
in	  1%	  G418	  (Geneticin)	  enthaltendem	  Medium	  kultiviert	  [Davies	  et	  al.	  1980].	  Die	  tatsächlich	  mit	  dem	  
entsprechenden	   Plasmid	   transfizierten	   Zellen	   erwerben	   dabei	   durch	   Expression	   des	   Neomycin-­‐
Geneticin-­‐Resistenzgenes	   (Neo´)	   eine	   Resistenz	   gegen	   dieses	   für	   eukaryontische	   Zellen	  
normalerweise	   toxische	   Antibiotikum	   und	   können	   daher	   im	   Gegensatz	   zu	   den	   nichttransfizierten	  
Zellen	  auch	   in	  mit	  G418	  versetztem	  Medium	  weiter	  wachsen.	  Die	  Expression	  des	  plasmidkodierten	  
Gens	  (SEC62)	  wurde	  vor	  der	  weiteren	  Verwendung	  der	  Zellen	  jeweils	  mit	  Western	  Blot	  verifiziert	  und	  
quantifiziert.	  Darüber	  hinaus	  kamen	  in	  den	  in	  dieser	  Arbeit	  beschriebenen	  Experimenten	  HeLa-­‐Zellen	  
(DSMZ	  Nr.	  ACC57)	  zum	  Einsatz,	  die	   teilweise	  ebenfalls	  mit	  den	  o.g.	  Plasmiden	   transient	   transfiziert	  
wurden	   (dann	   jedoch	   Kultivierung	   in	   „normalem“,	   G418-­‐freiem	   Medium).	   Alle	   Zellen	   wurden	  
hinsichtlich	   Zusammensetzung	   des	   Mediums,	   Temperatur	   und	   CO2-­‐Atmosphäre	   sowie	   der	  
Arbeitsabläufe	  beim	  Passagieren	  und	  Ernten	  der	  Beschreibung	  in	  Kapitel	  2.5	  entsprechend	  kultiviert.	  	  
	  
	  
	  
2.1.5	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  
	  
Alle	   für	   die	   qRT-­‐PCR	   verwendeten	   TaqmanTM	   Gene	   Expression	   Assays	   waren	   mit	   FAM	   (6-­‐
Carboxyfluorescein)	   als	  Reporter	  am	  5´Ende	  und	  mit	  MGB	   (Minor-­‐groove-­‐binder)	   als	  Quencher	  am	  
3´Ende	   markiert.	   Um	   hinsichtlich	   der	   detektierten	   cDNA-­‐Abschnitte	   eine	   ausreichend	   hohe	  
Sensitivität	  bei	  gleichzeitig	  guter	  Spezifität	  zu	  erreichen	  wurden	  nur	  solche	  Assays	  verwendet	  deren	  
Amplicon	  länger	  als	  50	  bp	  aber	  kürzer	  als	  150	  bp	  und	  Exon-­‐Intron	  überspannend	  war.	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Tab.	   2.3:	   Verwendete	   TaqmanTM	  Gene	   Expression	  Assays.	  Die	   angegebenen	  Gen-­‐Namen	  und	   -­‐Abkürzungen	  
entsprechen	   den	   Festlegungen	   des	   HGNC	   (HUGO	   Gene	   Nomenclature	   Committee).	   BiP	   =	   immunoglobulin	  
heavy	  chain	  binding	  protein,	  bp	  =	  base	  pairs	  
	  
	  
	  
	  
	  
2.1.6	  siRNAs	  
	  
Tab.	  2.4:	  Verwendete	  siRNAs.	  UTR	  =	  Untranslated	  region	  	  
	  
	  
	  
	  
2.1.7	  Patienten-­‐Proben:	  Frischgewebe	  (Lungenkarzinom)	  
	  
Insgesamt	   standen	   144	   Frischgewebeproben	   von	   72	   Fällen	   nicht-­‐kleinzelliger	   Lungenkarzinome	  
(NSCLC),	   d.h.	   jeweils	   eine	   Probe	   des	   Tumors	   (ca.	   20	   mg)	   sowie	   eine	   Probe	   des	   an	   den	   Tumor	  
angrenzenden,	   histologisch	   tumorfreien	   Lungengewebes	   (ca.	   40	   mg),	   zur	   Verfügung.	   Die	   Proben	  
Name%des%Gens%(Name%des%TaqmanTM%Gene%
Expression%Assays)%
Ampliconlänge%
[bp]% Assay%Nr.%
Ac#n,&beta!(ACTB)! 77! Hs00357333_g1!
Glyceraldehyd131phosphat1dehydrogenase!
(GAPDH)! 122! Hs99999905_m1!
Glucose1regulated&protein&78&kDa/&Heat!shock!
70!kDa!protein!5/!BiP!(HSPA5)! 101! Hs99999174_m1!
Glucose1regulated&protein&170/&Hypoxia&up1
regulated&1&(HYOU1)! 71! Hs00197328_m1!
Glucuronidase,&beta&(GUSB)! 81! Hs99999908_m1!
Polymerase&(RNA)&II&(DNA&directed)&polypep#de&
A,&220&kDa!(POLR2A)! 61! Hs00172187_m1!
Sec61&alpha&1&subunit&(S.&cerevisiae)&(SEC61A1)! 71! Hs00273698_m1!
Sec61&beta&subunit!(SEC61B)! 135! Hs00606455_m1!
SEC62&homolog&(S.&cerevisiae)!(SEC62)! 97! Hs200541815_s1!
SEC63&homolog&(S.&cerevisiae)!(SEC63)! 138! Hs00273093_m1!
TATA1box&binding&protein&(TBP)! 91! Hs00427620_m1!
Name/&Beschreibung& Herkun3& Sequenz&(5´3´)&
SEC62!UTR!siRNA! Ambion,!Kassel! CGUAAAGUGUAUUCUGUAC4!
SEC62!#1!siRNA! Ambion,!Kassel! GGCUGUGGCCAAGUAUCUU4!
Kontroll!siRNA!
AllStars!Nega;ve!Control!siRNA!
Qiagen,!Hilden! @@@!
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entstammten	  Resektaten	  von	  in	  der	  Klinik	  für	  Thorax-­‐	  und	  Herz-­‐Gefäßchirurgie	  des	  UKS	  in	  den	  Jahren	  
2008	   bis	   2010	   in	   kurativer	   Intention	   operierten	   Lungenkarzinom-­‐Patienten.	   Unmittelbar	   nach	  
Entnahme	   wurden	   die	   Resektate	   an	   das	   Institut	   für	   allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie	   des	   UKS	  
übersandt	  und	  dort	  pathologisch-­‐anatomisch	  begutachtet.	  Von	  nicht	  mehr	  für	  Diagnostik	  benötigtem	  
Resektatmaterial	  wurden	  –	  wie	  oben	  beschrieben	  –	   jeweils	  Frischgewebeproben	  des	  Tumors	  sowie	  
des	   tumorfreien	   Lungengewebes	   für	   wissenschaftliche	   Zwecke	   entnommen	   und	   bei	   einer	  
Temperatur	   von	   -­‐80°C	   asserviert.	   Da	   diese	   Proben	   bis	   zu	   ihrer	   Verwendung	   im	   Rahmen	   der	  
vorliegenden	  Arbeit	  noch	  nicht	  histopathologisch	  evaluiert	  worden	  waren,	  wurde	  vor	  deren	  weiterer	  
Verwendung	  von	   jeder	  Probe	  mit	  einem	  Kryostat	  ein	  10	  µm	  dünner	  Gewebeschnitt	  angefertigt,	  HE	  
gefärbt	  und	  von	  einem	  ärztlichen	  Mitarbeiter	  des	  Institutes	  für	  allgemeine	  und	  spezielle	  Pathologie	  
begutachtet.	  Es	  wurden	  nur	  solche	  Fälle	  für	  die	  angeschlossenen	  Experimente	  verwendet,	  bei	  denen	  
in	   der	   Tumorprobe	   der	   Anteil	   der	   Tumorzellen	   >80%	   lag	   und	   die	   Probe	   des	   tumorfreien	  
Lungengewebes	   auch	   tatsächlich	   komplett	   frei	   von	   Tumorzellen	   war.	   Alle	   betroffenen	   Patienten	  
hatten	   im	   Rahmen	   der	   Einwilligung	   zum	   operativen	   Eingriff	   nach	   Aufklärung	   durch	   den	  
behandelnden	   Arzt	   einer	   Entnahme	   von	   Gewebeproben	   zur	   histopathologischen	   Untersuchung	  
schriftlich	   zugestimmt,	   so	   dass	   gemäß	   der	   Stellungnahme	   „Biobanken	   für	   die	   Forschung“	   des	  
nationalen	  Ethikrates	  [Simitis	  et	  al.	  2004]	  nach	  Anonymisierung	  eine	  wissenschaftliche	  Nutzung	  der	  
asservierten	  Proben	  zulässig	  war.	  
	  
	  
	  
2.1.8	  Patienten-­‐Proben:	  FFPE-­‐Gewebe	  (Lungen-­‐	  und	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Schilddrüsenkarzinom)	  
	  
Formalin-­‐fixierte	   und	   in	   Paraffin	   eingebettete	  Gewebeproben	   (=	   FFPE-­‐Gewebeproben)	   standen	   zur	  
Analyse	  mittels	  qRT-­‐PCR	  und	  IHC	  für	  insgesamt	  118	  (Lungenkarzinom,	  darunter	  auch	  alle	  72	  Fälle	  mit	  
vorliegenden	   Frischgewebeproben)	   bzw.	   10	   (differenziertes	   Schilddrüsenkarzinom)	   Fälle	   zur	  
Verfügung.	   Diese	   entstammten	   ebenfalls	   Patienten	   der	   Klinik	   für	   Thorax-­‐	   und	   Herz-­‐Gefäßchirurgie	  
bzw.	  der	  Klinik	  für	  Allgemeine,	  Viszeral-­‐,	  Gefäß-­‐	  und	  Kinderchirurgie	  des	  UKS	  aus	  den	  Jahren	  2008	  bis	  
2010.	  Dabei	  wurde	  für	  jeden	  Fall	  aus	  den	  archivierten	  FFPE-­‐Gewebeblöcken	  durch	  Begutachtung	  der	  
entsprechenden	   HE-­‐gefärbten	   Präparate	   mit	   Hilfe	   eines	   ärztlichen	   Mitarbeiters	   des	   Institutes	   für	  
allgemeine	  und	   spezielle	  Pathologie	   jeweils	   ein	  Block	  mit	   Tumor-­‐	   sowie	  ein	  Block	  mit	   tumorfreiem	  
Gewebe	  nach	  den	  oben	  genannten	  Kriterien	  ausgewählt.	  Auch	  hier	  hatten	  alle	  Patienten	  im	  Rahmen	  
der	   Aufklärung	   über	   den	   operativen	   Eingriff	   einer	   Entnahme	   von	   Gewebeproben	   zur	  
histopathologischen	  Untersuchung	  schriftlich	  zugestimmt.	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2.2	  Histologische	  Methoden	  
	  
2.2.1	  Anfertigung	  von	  histologischen	  Schnitten	  
	  
2.2.1.1	  Kryoschnitte	  (Frischgewebe)	  
	  
Von	   den	   bei	   -­‐80°C	   (langfristig)	   bzw.	   in	   flüssigem	   Stickstoff	   (kurzfristig)	   kryokonservierten	  
Frischgewebeproben	  wurden	  mit	  Hilfe	  eines	  auf	   -­‐20°C	  vorgekühlten	  Leica	  CM	  1900	  Kryostats	   ca.	  8	  
µm	  dünne	  Schnitte	  angefertigt	  und	  diese	  auf	  speziell	  beschichtete	  Superfrost	  Ultra	  Plus	  Objektträger	  
aufgezogen.	  Falls	  die	  so	  hergestellten	  Präparate	  nicht	  sofort	  weiterverarbeitet	  wurden	  (HE-­‐Färbung	  
zur	  histomorphologischen	  Kontrolle;	  siehe	  Kapitel	  2.2.4)	  erfolgte	  deren	  Lagerung	  ebenfalls	  bei	  -­‐80°C.	  	  
	  
	  
	  
2.2.1.2	  Paraffinschnitte	  (FFPE-­‐Gewebe)	  
	  
Die	  Anfertigung	  von	  histologischen	  Schnitten	  aus	  FFPE-­‐Gewebeblöcken	  wurde	  mit	  einem	  Leica	  RM	  
2125	  RT	  Rotationsmikrotom	  vorgenommen.	  Die	  einige	  Stunden	  bei	  4°C	  vorgekühlten	  Paraffinblöcke	  
wurden	   in	   das	   Mikrotom	   eingespannt	   und	   bis	   zum	   Vorliegen	   einer	   gleichmäßigen,	   die	   gesamte	  
Gewebeprobe	  erfassenden	  Schnittfläche	  in	  10	  µm	  Schritten	  angeschnitten.	  Nach	  dem	  Verwerfen	  von	  
drei	  weiteren	  10	  µm	  Schnitten	  (durch	  Sauerstoffexposition	  im	  Rahmen	  der	  Langzeitlagerung	  können	  
diese	   oberflächlichen	   Schichten	   des	   Paraffinblocks	   eine	   veränderte	   Immunreaktivität	   aufweisen)	  
wurden	  mehrere	  aufeinanderfolgende,	  3	  µm	  dünne	  Schnitte	  angefertigt	  und	  in	  ein	  60	  bis	  70°C	  heißes	  
Wasserbad	  übertragen.	  Dadurch	  dehnten	  diese	  sich	  aus	  („werden	  gestreckt“)	  und	  eine	  Faltenbildung	  
wurde	   vermieden.	   Waren	   spätere	   HE-­‐Färbungen	   vorgesehen,	   so	   wurden	   die	   Paraffinschnitte	   aus	  
dem	   Wasserbad	   auf	   unbeschichtete	   Objektträger	   aufgezogen.	   Sollte	   hingegen	   eine	  
immunhistochemische	   Färbung	   durchgeführt	   werden	   wurden	   Super	   Frost	   Ultra	   Plus	   Objektträger	  
verwendet,	  auf	  welchen	  das	  Gewebe	  aufgrund	  einer	  speziellen	  Beschichtung	  sehr	  viel	  fester	  haftet.	  
Dies	   ist	   notwendig,	   damit	   sich	   die	   Gewebeschnitte	   bei	   der	   im	   Rahmen	   der	   Immunhistochemie	  
durchgeführten	   Hitzebehandlung	   (siehe	   Kapitel	   2.2.2.1)	   nicht	   wieder	   vom	   Objektträger	   lösen.	   Um	  
eine	  durchweg	  hohe	  Qualität	  und	  vor	  allem	  eine	  gleichmäßige	  Dicke	  der	  Schnitte	  zu	  gewährleisten	  
wurde	  die	  Mikrotomklinge	  nach	  jedem	  bearbeiteten	  Paraffinblock	  erneuert.	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2.2.2	  Immunhistochemie	  
	  
Die	   Immunhistochemie	   (IHC)	   ist	   eine	   Methode	   zum	   Nachweis	   von	   Proteinen	   im	   histologischen	  
Gewebeschnitt	   auf	   Basis	   der	   Interaktion	   spezifischer,	   gegen	   das	   untersuchte	   Protein	   gerichteter	  
Antikörper	  mit	   ihrem	  Antigen.	  Seit	  der	  Erarbeitung	  grundlegender	  methodischer	  Erkenntnisse	  Ende	  
der	  60er	  Jahre	  [Mason	  et	  al.	  1969;	  Nakene	  1969;	  Sternberger	  et	  al.	  1970]	  hat	  sich	  die	  IHC	  zunehmend	  
als	   eine	   in	   medizinischer	   Diagnostik	   sowie	   fächerübergreifender	   Forschung	   intensiv	   eingesetzte	  
Methode	  etabliert.	   Im	  Unterschied	  zu	  vielen	  anderen	  immunologischen	  Methoden	  ist	  die	  IHC	  dabei	  
in	   der	   Lage	   die	   antikörperbasierte,	   sensitive	   Proteindetektion	   einerseits	   mit	   einer	   erhaltenen	  
morphologischen	   Integrität	   des	   untersuchten	   Gewebes	   andererseits	   zu	   kombinieren.	   Über	   die	  
konventionelle	   histopathologische	   Diagnostik	   hinaus	   lassen	   sich	   damit	   –	   v.a.	   im	   Bereich	   der	  
modernen	   Onkologie	   –	   wichtige	   differentialdiagnostische	   [Bahrami	   et	   al.	   2008;	   Jagirdar	   2008],	  
prognostische	   [Pezzella	   et	   al.	   2008]	   sowie	   prädiktive	   [Takezawa	   et	   al.	   2011]	   Zusatzinformationen	  
gewinnen.	  	  
	  
	  
	  
2.2.2.1	  Entparaffinierung,	  Rehydrierung,	  Epitopdemaskierung,	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Primärantikörper	  
	  
Nach	   24	   stündiger	   Erwärmung	   der	   entsprechend	   2.2.1.2	   hergestellten	   Paraffinschnitte	   bei	   37°C	  
wurden	   diese	   durch	   dreimal	   10	  minütiges	   Einstellen	   in	   Xylol	   sowie	   Durchlaufen	   der	   absteigenden	  
Alkoholreihe	  (3×	  Spülen	  in	  100%	  Ethanol,	  3×	  Spülen	  in	  70%	  Ethanol,	  Spülen	  und	  Verbleiben	  in	  Aqua	  
dest.)	   entparaffiniert	   und	   rehydriert.	   Anschließend	   erfolgte	   die	   Demaskierung	   der	   Antigeneptiope	  
mittels	   Hitzebehandlung	   (HIER	   =	   „heat	   induced	   epitope	   retrieval“).	   Dabei	   handelt	   es	   sich	   um	   ein	  	  
Verfahren	   durch	   welches	   Proteinquervernetzungen,	   die	   während	   des	   Prozesses	   der	   Formalin-­‐
Fixierung	   im	   Gewebe	   entstehen	   und	   dessen	   Immunreaktivität	   stark	   herabsetzen	   [Fox	   et	   al.	   1985;	  
Puchtler	  et	  al.	  1985;	  Werner	  et	  al.	  2000],	  durch	  Hitzeeinwirkung	  zum	  großen	  Teil	  rückgängig	  gemacht	  
(die	   Epitope	   wieder	   „demaskiert“)	   werden	   [Cattoretti	   et	   al.	   1995].	   Hierzu	   wurden	   die	  
entparaffinierten	   und	   rehydrierten	   Schnitte	   in	   einer	   mit	   10	   mM	   Zitratpuffer	   (pH	   6,0)	   gefüllten	  
Glasküvette	   3×6	   min	   (mit	   jeweils	   dazwischen	   liegender,	   10	   minütiger	   Abkühlung	   bei	  
Raumtemperatur)	   bei	   1000	   W	   in	   einer	   Mikrowelle	   erhitzt.	   Nach	   30	   minütiger	   Abkühlung	   bei	  
Raumtemperatur	   wurden	   die	   Schnitte	   3×3	   min	   in	   PBS-­‐Puffer	   gewaschen,	   anschließend	   zur	  
Absättigung	  unspezifischer	  Proteinbindungsstellen	  30	  min	  in	  100	  ml	  Blockierlösung	  inkubiert.	  Hierauf	  
erfolgte	   ohne	   einen	   weiteren	  Waschschritt	   die	   Inkubation	   mit	   einer	   Lösung	   des	   in	   PBS/0,1%	   BSA	  
verdünnten	  Primärantikörpers	  für	  1	  h	  (entsprechend	  den	  Angaben	  in	  Kapitel	  2.1.3)	  .	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Alle	   hier	   erwähnten	   sowie	   in	   den	   folgenden	   beiden	   Kapiteln	   beschriebenen	   Inkubationsschritte	  
wurden,	   falls	   nicht	   anders	   beschrieben,	   bei	   Raumtemperatur	   und	   in	   einer	   feuchten	   Kammer	  
ausgeführt,	   um	   ein	   schnelles	   Verdunsten	   der	   entsprechenden	   Lösungen	   auf	   den	   Objektträgern	   zu	  
verhindern.	  Während	  bis	  zur	  Inkubation	  der	  Präparate	  mit	  dem	  Primärantikörper	  alle	  angewendeten	  
immunhistochemischen	   Methoden	   nahezu	   gleich	   abliefen,	   so	   konnte	   sich	   der	   zweite	   Teil	   der	  
Färbeprozedur	   je	   nach	   dem	   Verfahren	   mit	   welchem	   der	   gebundene	   Primärantikörper	   im	  
Gewebeschnitt	  visualisiert	  wurde	  recht	  unterschiedlich	  gestalten	  (Kapitel	  2.2.2.2	  +	  2.2.2.3).	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
2.2.2.2	  Die	  SABC/DAB	  -­‐	  Detektionsmethode	  
	  
Die	  Streptavidin-­‐Biotin-­‐Complex/Diaminobenzidin-­‐	  (SABC/DAB-­‐)	  Detektionsmethode,	  über	  lange	  Zeit	  
das	  weltweit	  meistverwandte	  Visualisierungsverfahren,	  macht	  sich	  2	  Phänomene	  zu	  Nutze:	  Die	  hohe	  
Affinität	   (Km=10-­‐15	  M)	  von	  Streptavidin	   (aus	  Streptomyces	  avidinii)	   zu	  Biotin	   sowie	  die	  Fähigkeit	  des	  
Enzyms	  Meerrettichperoxidase	   (engl.	   „horseradish	   peroxidase“	   =	   HRP)	   3,3’-­‐Diaminobenzidin	   (DAB)	  
zu	   einem	   braunen	   Reaktionsprodukt	   zu	   oxidieren	   (Abb.	   2.1	   B+C).	   Bei	   Anwendung	   der	   SABC/DAB-­‐
Methode	   verliefen	   alle	   Schritte	   bis	   einschließlich	   der	   Primärantikörper-­‐Inkubation	   wie	   in	   2.2.2.1	  
beschrieben.	  Zusätzlich	  wurden	  die	  Präparate	   jedoch	  zwischen	  der	  Epitopdemaskierung	   (HIER)	  und	  
der	  Blockierung	  unspezifischer	  Proteinbindungsstellen	  für	  30	  min	  in	  0,7%	  Wasserstoffperoxid	  (H2O2)	  
eingestellt.	   Durch	   Zugabe	   eines	   Substratüberschusses	  wurde	   so	   eine	   Blockierung	   der	   (in	  manchen	  
Geweben	   vorhandenen)	   endogenen	   Peroxidaseaktivität	   erreicht,	   die	   ansonsten	   zu	   einer	   falsch	  
positiven	   Farbreaktion	   führen	   könnte.	   Nach	   einstündiger	   Inkubation	   wurde	   durch	   Waschen	   der	  
Präparate	   (3x3	  min	   in	   PBS)	   überschüssiger	   Primärantikörper	   entfernt.	   Im	   nächsten	   Schritt	   erfolgte	  
eine	   30	   minütige	   Inkubation	   mit	   einer	   Lösung	   des	   gegen	   den	   Primärantikörper	   gerichteten,	  
biotinylierten	   Sekundärantikörpers	   (entsprechend	   den	   Angaben	   in	   Kapitel	   2.1.3	   in	   PBS/0,1%	   BSA	  
verdünnt).	  	  
	  
PBS-­‐Puffer	  (pH	  7,2)	  
NaCl	   137,0	  mM	  
Na2HPO4	   8,1	  mM	  
KH2PO4	   1,76	  mM	  
KCl	   2,7	  mM	  
Blockierlösung	  
Tris/HCl	  	  pH	  7,2	   80	  ml	  
FCS	   20	  ml	  
BSA	   3	  g	  
Tris/HCl	  (pH	  7,2)	  
Tris	  (C4H11NO3)	  	  100	  mM	   1000	  ml	  
HCl	  	  10	  mM	   ad	  pH	  7,2	  
Zitratpuffer	  10	  mM	  (pH	  6,0)	  
Zitronensäure	  (C6H8O7)	  100	  mM	   9	  m	  
Natriumzitrat	  (C6H5Na3O7)	  100	  mM	   41	  ml	  
Aqua	  dest.	  	   450	  ml	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Abb.	   2.1:	   Immunologischer	   Proteinnachweis	   im	   histologischen	   Gewebeschnitt	   mit	   der	   SABC/DAB-­‐	  
Detektionsmethode.	   (A)	   Nach	   Entfernung	   überschüssiger	   Primärantikörper	   (PAK)	   -­‐	   Lösung	   wird	   der	  
Gewebeschnitt	   zur	   Visualisierung	   der	   Immunreaktion	   nacheinander	   mit	   einem	   gegen	   den	   PAK	   gerichteten,	  
biotinylierten	   Sekundärantikörper	   (SAK),	   anschließend	   einem	   Komplex	   aus	   Streptavidin	   und	   biotinylierter	  
Meerrettich-­‐Peroxidase	   und	   schließlich	   mit	   dem	   Chromogen-­‐Substrat	   3,3‘-­‐Diaminobenzidin	   (DAB)	   inkubiert.	  
Dieses	  wird	  durch	  die	  Peroxidase	  oxidiert,	  wodurch	  am	  Ort	  der	  Immunreaktion	  eine	  Braunfärbung	  entsteht.	  (B)	  
Chemische	   Strukturformel	   von	   DAB.	   (C)	   Repräsentative	  Mikrofotografie	   eines	  mit	   der	   SABC/DAB	   -­‐	  Methode	  
gefärbten	  Lungenkarzinom-­‐Präparates	  (Plattenepithelkarzinom)	  in	  100facher	  Vergrößerung	  (Maßstabsbalken	  =	  
200	  µm).	  	  	  	  	  
	  
	  
Nach	   einem	   weiteren	   Waschschritt	   wurden	   die	   Schnitte	   für	   30	   min	   mit	   einer	   SABC/HRP-­‐Lösung	  
beschichtet,	   welche	   Streptavidin	   sowie	   biotinylierte	   Meerretichperoxidase	   (HRP)	   enthält.	   An	   den	  
gebundenen	  Sekundärantikörpern	  bilden	  sich	  dabei	  Komplexe	  aus	  diesen	  beiden	  Komponenten,	  was	  
eine	   Signalamplifikation	   bewirkt	   (Abb.	   2.1	   A).	   Durch	   Zugabe	   von	   DAB-­‐Farblösung	   auf	   die	  
gewaschenen	   Schnitte	   für	   10	  min	  wurde	   anschließend	  die	   spezifische	   Farbreaktion	   (Braunfärbung)	  
ausgelöst.	  Zur	  Gegenfärbung	  wurden	  die	  Präparate	  2	  min	   	   in	  1:3	  verdünntes	  Hämatoxylin	   (Mayer´s	  
Hämalaun)	   eingetaucht,	   danach	   10	  min	  mit	   laufendem,	   kaltem	   Leitungswasser	   gespült	   („Bläuen“).	  
Nach	   Durchlaufen	   der	   aufsteigenden	   Alkoholreihe	   (3x	   Spülen	   in	   70%	   Ethanol,	   3x	   Spülen	   in	   100%	  
Ethanol)	  und	  dreimaligem	  Spülen	  in	  Xylol	  wurden	  die	  auf	  diese	  Weise	  wieder	  dehydrierten	  Präparate	  
mit	  Entellan	  eingedeckt	  und	  bis	  zur	  mikroskopischen	  Begutachtung	  lichtgeschützt	  aufbewahrt.	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SABC/HRP-­‐Lösung	  
Reagenz	  A	  (Streptavidin	  in	  10	  mM	  Phosphatpuffer,	  150	  mM	  NaCl,	  15	  mM	  NaN3,	  pH	  7,2)	  	  	   10	  µl	  	  
Reagenz	  B	  (biotinylierte	  HRP	  in	  10	  mM	  Phosphatpuffer,	  150	  mM	  NaCl,	  15	  mM	  NaN3,	  pH	  7,2)	   10	  µl	  
PBS	  -­‐	  Puffer	   1000	  µl	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   	   	   	   	   	   	  
	   	   	   	   	   	   	  
	   	  
2.2.2.3	  Die	  LSAB	  -­‐	  Detektionsmethode	  
	  
Wie	  die	  SABC/DAB-­‐	  so	  macht	  sich	  auch	  die	  „labelled-­‐Streptavidin-­‐Biotin“-­‐Detektionsmethode	  (LSAB-­‐
Detektionsmethode,	   das	   heute	   wohl	   am	   häufigsten	   verwendete	   Visualisierungssystem)	   die	   hohe	  
Affinität	  von	  Streptavidin	  zu	  Biotin	  zu	  Nutze.	  Dabei	  kommt	  jedoch	  nicht	  die	  Meerrettichperoxidase,	  
sondern	   die	   alkalische	   Phosphatase	   als	   Detektionsenzym	   zum	   Einsatz.	   Dieses	   kann	   das	   Substrat	  
Naphthol-­‐AS-­‐MX-­‐Phosphat	  (Abb.	  2.2	  B)	  zu	  einem	  roten	  Reaktionsprodukt	  umsetzen	  (Abb.	  2.2	  C).	  
Bei	   Anwendung	   der	   LSAB-­‐Detektionsmethode	   verliefen	   alle	   Schritte	   bis	   einschließlich	   der	  
Primärantikörper-­‐Inkubation	   wie	   in	   Kapitel	   2.2.2.1	   beschrieben.	   Auf	   diese	   folgte	   –	   jeweils	   mit	  
dazwischen	   liegendem	   Waschschritt	   (3x3	   min	   in	   PBS)	   –	   eine	   jeweils	   15	   minütige	   Inkubation	   mit	  
einem	   gegen	   den	   Primärantikörper	   gerichteten,	   biotinylierten	   Sekundärantikörper,	   mit	   an	  
Streptavidin	  gebundener	  alkalischer	  Phosphatase	  und	  schließlich	  mit	  einer	  Chromogenlösung	  durch	  
deren	   enzymatische	   Umsetzung	   am	   Ort	   der	   Immunreaktion	   die	   charakteristische	   Rotfärbung	  
entsteht	   (Abb.	   2.2	   A).	   Auch	   bei	   dieser	   Methode	   muss	   mit	   dem	   endogenen	   Vorkommen	   von	  
Isoformen	   des	   Detektionsenzyms	   im	   untersuchten	   Gewebe	   gerechnet	   werden,	   was	   deren	  
Blockierung	   notwendig	   macht.	   Dies	   wurde	   durch	   die	   Zugabe	   von	   2	   µl	   Levamisol	   zur	  
Chromogenlösung	   erreicht.	   Die	   zur	   Detektion	   hinzugegebene	   alkalische	   Phosphatase	   wird	   hierbei	  
nicht	   inhibiert,	   da	   Levamisol	   selektiv	   die	   endogen	   im	   Gewebe	   vorkommenden,	   nicht-­‐intestinalen	  
alkalischen	   Phosphatasen	   hemmt,	   nicht	   jedoch	   das	   aus	   Kälberdarm	   gewonnene	   Detektionsenzym	  
[Ponder	   et	   al.	   1981].	   Trotz	   eines	   im	   Vergleich	   zur	   SABC/DAB-­‐Methode	   fehlenden	   Schrittes	   zur	  
Signalamplifikation	   erreicht	   die	   LSAB-­‐Methode	   in	   der	   Regel	   eine	   ähnliche	   oder	   sogar	   bessere	  
Sensitivität	  [Giorno	  1984;	  eigene	  Beobachtungen	  –	  siehe	  Kapitel	  3.1.3].	  Gegenfärbung,	  Dehydrierung	  
und	  Eindecken	  erfolgten	  analog	  zu	  der	  bei	  der	  SABC/DAB-­‐Methode	  in	  Kapitel	  2.2.2.2	  beschriebenen	  
Vorgehensweise.	  
Mayer´s	  Hämalaun	  1:3	  
Mayer´s	  Hämalaun	   70	  ml	  
Aqua	  dest.	   140	  ml	  
DAB-­‐Farblösung	  
Lösung	  A	  (DAB/metal	  10x	  concentrate)	   100	  µl	  
Lösung	  B	  (Peroxidase	  buffer)	   900	  µl	  
0,7%	  Wasserstoffperoxid-­‐Lösung	  
35%	  H2O2	   2	  ml	  
Aqua	  dest.	  	   100	  ml	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Abb.	   2.2:	   Immunologischer	   Proteinnachweis	   im	   histologischen	   Gewebeschnitt	   mit	   der	   LSAB	   (Labelled	  
Streptavidin-­‐Biotin)	   -­‐	   Detektionsmethode.	   (A)	   Nach	   Entfernung	   überschüssiger	   Primärantikörper	   (PAK)	   -­‐	  
Lösung	  wird	  der	  Gewebeschnitt	  zur	  Visualisierung	  der	  Immunreaktion	  nacheinander	  mit	  einem	  gegen	  den	  PAK	  
gerichteten,	  biotinylierten	  Sekundärantikörper	  (SAK),	  mit	  an	  Streptavidin	  gebundener	  alkalischen	  Phosphatase	  
und	   schließlich	   mit	   dem	   Chromogen-­‐Substrat	   Naphthol-­‐AS-­‐MX-­‐Phosphat	   inkubiert.	   Dieses	   wird	   durch	   die	  
alkalische	   Phosphatase	   zu	   einem	   roten	   Produkt	   umgesetzt.	   (B)	  Chemische	   Strukturformel	   von	   Naphthol-­‐AS-­‐
MX-­‐Phosphat	   (C)	   Repräsentative	   Mikrofotografie	   eines	   mit	   der	   LSAB-­‐Methode	   gefärbten	   Lungenkarzinom-­‐
Präparates	  (Adenokarzinom)	  in	  100	  facher	  Vergrößerung	  (Maßstabsbalken	  =	  200	  µm).	  	  	  	  	  
	  
	  
Chromogenlösung	  
Dako	  REALTM	  AP	  Substrate	  Buffer	   1000	  µl	  
Dako	  REALTM	  Levamisole	  501x	   2	  µl	  
Dako	  REALTM	  Chromogen	  Red	  1	  28x	   40	  µl	  
Dako	  REALTM	  Chromogen	  Red	  2	  28x	   40	  µl	  
Dako	  REALTM	  Chromogen	  Red	  3	  28x	   40	  µl	  
	  
	  
	  
2.2.2.4	  Kontrollen	  
	  
Für	   jeden	   immunhistochemisch	   untersuchten	   Gewebeschnitt	   wurden	   im	   selben	   Färbedurchgang	  
zwei	  Negativkontrollen	  mitgeführt:	  Parallelschnitte	  der	  gleichen	  Gewebeprobe	  wurden	  hierbei	  statt	  
mit	   verdünntem	   Primärantikörper	   nur	   mit	   PBS/0,1%	   BSA	   (Negativkontrolle	   1)	   bzw.	   im	   gleichen	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Verhältnis	   wie	   der	   Primärantikörper	   verdünntem	   Kontrollserum	   ohne	   spezifische	   Immunisierung	  
(Negativkontrolle	   2)	   inkubiert.	   Dabei	   stammte	   das	   Kontrollserum	   aus	   derselben	   Spezies	   wie	   der	  
entsprechende	   Primärantikörper,	   im	   Falle	   der	   im	   Institut	   für	   medizinische	   Biochemie	   und	  
Molekularbiologie	  selbst	  hergestellten	  Antikörper	  (Sec62,	  Sec61β	  und	  BiP)	  sogar	  aus	  demselben	  Tier	  
(Präimmunserum).	   Alle	   anderen	   Schritte	   des	   Färbeprotokolls	   blieben	   dabei	   unverändert.	   Als	  
Positivkontrolle	  wurde	  in	  jedem	  Färbedurchgang	  ein	  Präparat	  mitgeführt	  von	  dem	  bekannt	  war,	  dass	  
es	  bei	  funktionierender	  Methodik	  mit	  dem	  entsprechenden	  Antikörper	  eine	  positive	  Reaktion	  zeigt.	  
Im	  Lauf	  der	  Experimente	  stellten	  sich	  Plasmazellen	  als	   ideale	   interne	  Positivkontrolle	  für	  die	  Sec62-­‐
Immunfärbungen	   dar,	   weil	   sie	   sich	   aufgrund	   ihres	   stark	   ausgeprägten	   rauen	   ER	   unabhängig	   vom	  
Sec62-­‐Gehalt	   der	   im	   entsprechenden	   Schnitt	   vorhandenen	   Tumorzellen	   immer	   kräftig	   anfärbten	  
(Abb.	   2.3).	   Da	   in	   jedem	   Fall	   in	   zumindest	   einem	   der	   drei	   bis	   vier	   im	   Zuge	   eines	   Färbedurchgangs	  
untersuchten	  Tumorgewebeproben	  Plasmazellen	  vorhanden	  waren,	  konnte	  dann	  auf	  das	  Mitführen	  
einer	  externen	  Positivkontrolle	  wie	  oben	  beschrieben	  verzichtet	  werden.	  Erwartungsgemäß	  konnte	  
die	  erwähnte	   starke	  Anfärbung	  der	  Plasmazellen	  auch	  bei	  den	  anderen	  untersuchten	  ER-­‐Proteinen	  
beobachtet	  werden,	  sodass	  diese	  auch	  dort	  als	  interne	  Positivkontrolle	  dienen	  konnten.	  	  
Nur	   wenn	   sowohl	   beide	   Negativkontrollen	   negativ	   als	   auch	   die	   Positivkontrolle	   positiv	   ausfielen,	  
wurden	  die	  Präparate	  des	  entsprechenden	  Färbedurchgangs	  in	  die	  Auswertung	  mit	  einbezogen.	  	  
	  
	  
Abb.	  2.3:	  Plasmazellen	  als	   interne	  Positivkontrolle	  bei	  der	  Sec62-­‐Immunhistochemie.	  Die	   im	  Gewebeschnitt	  
enthaltenen	  Plasmazellen	  (mit	  *	  markiert)	  zeigten	  unabhängig	  vom	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  übrigen	  Zellen	  eine	  starke	  
Anfärbung.	   (A)	   Plasmazelluläres	   Infiltrat	   unterhalb	   eins	   sehr	   schwach	   Sec62-­‐positiven	   Bronchialepithels.	   (B)	  
Plasmazellen	  neben	  Nestern	  eines	  stark	  Sec62-­‐positiven	  Plattenepithelkarzinoms	  der	  Lunge.	  Die	  Bilder	  zeigen	  
repräsentative	  Fotografien	  in	  200facher	  Vergrößerung	  (Maßstabsbalken	  =	  100	  µm).	  
	  
	  
	  
2.2.2.5	  Mikroskopische	  Auswertung	  
	  
Zur	   Auswertung	   der	   immunhistochemisch	   gefärbten	   Präparate	   mit	   dem	   Lichtmikroskop	   kamen	   je	  
nach	  detektiertem	  Protein	  zwei	  unterschiedliche	  Bewertungssysteme	  zum	  Einsatz:	  Allen	  Präparaten,	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in	   denen	   das	   nukleäre	   Ki67-­‐Protein	   detektiert	   wurde,	   wurde	   ein	   sog.	   Ki67-­‐Proliferationsindex	  
zugeordnet	   [Simony	   et	   al.	   1990;	   Martin	   et	   al.	   2004].	   Hierfür	   wurden	   die	   Präparate	   auf	   eindeutig	  
angefärbte	   Tumorzellkerne	   hin	   untersucht	   und	   deren	   prozentualer	   Anteil	   an	   allen	   im	   Präparat	  
vorhandenen	   Tumorzellkernen	   abgeschätzt.	   Die	   Auswertung	   der	   für	   alle	   anderen	   Proteine	  
immunhistochemisch	  gefärbten	  Präparate	  	  erfolgte	  mittels	  eines	  sog.	  Immunreaktiven	  Scores	  (IRS)	  in	  
Anlehnung	   an	   Remmele	   [Remmele	   et	   al.	   1987].	   Für	   dessen	   Berechnung	   wurden	   zwei	   Faktoren	  
berücksichtigt:	   Zum	   einen	   der	   Anteil	   angefärbter	   Zellen	   innerhalb	   der	   jeweils	   interessierenden	  
Zellpopulation,	  zum	  anderen	  die	  Intensität	  der	  Anfärbung.	  Diese	  wurden	  mit	  0	  bis	  4	  bzw.	  mit	  0	  bis	  3	  
Punkten	  bewertet	  und	  die	  erhaltenen	  Werte	  miteinander	  multipliziert.	  Anhand	  des	  auf	  diese	  Weise	  
errechneten	   IRS	   (0	   bis	   12	   Punkte)	   wurden	   die	   immunhistologischen	   Färbesignale	   wie	   in	   Abb.	   2.4	  
dargestellt	   in	   die	   Kategorien	   „negativ“,	   „schwach	   positiv“,	   „mäßig	   positiv“	   sowie	   „stark	   positiv“	  
eingeordnet.	   Alle	   Auswertungen	   wurden	   zusätzlich	   von	   einem	   in	   dieser	   Methodik	   erfahrenen	  
ärztlichen	  Mitarbeiter	  des	  Instituts	  für	  allgemeine	  und	  spezielle	  Pathologie	  des	  UKS	  durchgeführt	  und	  
die	  Ergebnisse	  bei	  stärkerer	  Abweichung	  (>2	  Punkte)	  gemeinsam	  diskutiert.	  
	  
	  
Abb.	  2.4:	  Immunreaktiver	  Score	  (IRS)	  nach	  Remmele	  [Remmele	  et	  al.	  1987].	  Durch	  Multiplikation	  der	  mit	  0	  bis	  
3	   bzw.	   mit	   0	   bis	   4	   Punkten	   bewerteten	   Faktoren	   „Intensität	   der	   Anfärbung“	   und	   „Anteil	   positiver	   Zellen“	  
errechnet	  sich	  ein	  immunreaktiver	  Score	  von	  0	  (negativ)	  bis	  12	  (stark	  positiv).	  
	  
	  
	  
2.2.3.	  Immunfluoreszenz	  -­‐	  Doppelfärbung	  von	  Paraffinschnitten	  
	  
Für	  die	  Anfertigung	  von	  Immunfluoreszenz-­‐Doppelfärbungen	  zur	  Paralleldarstellung	  zweier	  Antigene	  
in	  der	  gleichen	  Gewebeprobe	  wurden	  die	  entsprechenden	  Paraffinschnitte	  wie	  in	  2.2.2.1	  dargestellt	  
mittels	   Xylol	   sowie	   absteigender	   Alkoholreihe	   entparaffiniert	   und	   rehydriert.	   Auch	  
Epitopdemaskierung	   und	   Blockierung	   unspezifischer	   Proteinbindungsstellen	   erfolgten	   nach	   der	  
bereits	   beschriebenen	   Vorgehensweise.	   Nach	   einstündiger	   Inkubation	   mit	   dem	   ersten	  
Primärantikörper	   und	   einem	   folgenden	   Waschschritt	   (3x3	   min	   PBS)	   wurden	   die	   Schnitte	  
anschließend	   30	   min	   mit	   dem	   ersten	   Sekundärantikörper	   inkubiert.	   Dieser	   war	   direkt	   mit	   einem	  
Fluoreszenzfarbstoff	   (z.B.	   Cy3)	   markiert.	   Nach	   einem	   weiteren	   Waschschritt	   wurden	   die	  
	  	  	  	  _____________________________________	  Material	  und	  Methoden	  _____________________________________	  
	   	  
	   48	  
überschüssigen	   Bindungsstellen	   am	   ersten	   Primärantikörper	   durch	   30	   minütige	   Inkubation	   der	  
Schnitte	  mit	   gegen	   dessen	   Fc-­‐Teil	   gerichteten,	   unmarkierten	   F(ab)2-­‐Fragmenten	   abgesättigt.	   Somit	  
wurde	  verhindert,	  dass	  der	  später	  hinzu	  gegebene,	  zweite	  Sekundärantikörper	  an	  die	  Fc-­‐Region	  des	  
ersten	   Primärantikörpers	   bindet	  was	   insbesondere	   dann	   zu	   Problemen	   führen	  würde,	  wenn	   beide	  
Primärantikörper	  aus	  derselben	  Spezies	  stammen.	  Daraufhin	  erfolgten	  (jeweils	  durch	  Waschschritte	  
unterbrochen)	   die	   einstündige	   Inkubation	   mit	   dem	   zweiten	   Primärantikörper,	   die	   30	   minütige	  
Inkubation	  mit	  dem	  zweiten	  Sekundärantikörper	  und	  das	  Eindecken	  mit	  Antifade,	  das	  zusätzlich	  den	  
die	  nukleäre	  DNA	  anfärbenden	  Farbstoff	  DAPI	  enthielt.	  Der	  zweite	  Sekundärantikörper	  war	  dabei	  mit	  
einem	  bei	  anderer	  Wellenlänge	  absorbierenden	  und	  emittierenden	  Fluoreszenzfarbstoff	  als	  der	  erste	  
Sekundärantikörper	   (z.B.	   FITC)	   markiert.	   So	   erhielt	   man	   bei	   der	   folgenden	   Begutachtung	   der	  
Präparate	  im	  Fluoreszenzmikroskop	  bei	  Anregung	  mit	  Licht	  entsprechender	  Wellenlänge	  drei	  Signale:	  
Rot	  bzw.	  Grün	  für	  die	  beiden	  Antigene	  sowie	  die	  blau	  markierten	  Zellkerne.	  	  	  
Alle	   beschriebenen	   Inkubationsschritte	   erfolgten	   bei	   Raumtemperatur,	   in	   einer	   feuchten	   Kammer	  
und	   einem	   abgedunkelten	   Raum.	   Zusätzlich	   zu	   den	   bei	   der	   Immunhistochemie	   beschriebenen	  
Kontrollen	   wurde	   je	   ein	   Parallelschnitt	   lediglich	   entparaffiniert,	   rehydriert	   und	   dann	   mit	   DAPI-­‐
Antifade	   eingedeckt,	   um	   eine	   etwaige	   Autofluoreszenz	   des	   Gewebes	   [Hanibuchi	   et	   al.	   2007]	   von	  
einem	  echten,	  Antikörper-­‐bedingten	  Signal	  differenzieren	  zu	  können.	  
	  
	  
	  
2.2.4	  HE	  –	  Färbung	  
	  
HE-­‐Färbungen	   zur	   histomorphologischen	   Kontrolle	   wurden	   sowohl	   für	   alle	   untersuchten	   FFPE-­‐
Gewebeproben	  parallel	   zur	   IHC	  als	   auch	   für	   alle	  untersuchten	  Frischgewebeproben	  parallel	   zu	  den	  
damit	  durchgeführten	  molekularbiologischen	  bzw.	  proteinbiochemischen	  Experimenten	  angefertigt.	  	  
Hierzu	   wurden	   die	   Paraffinschnitte	   wie	   in	   2.2.2.1	   beschrieben	   durch	   Xylol	   und	   absteigende	  
Alkoholreihe	  entparaffiniert	  und	  rehydriert,	  danach	  20	  min	  in	  Hämatoxylin	  nach	  Böhmer	  eingestellt.	  
Nach	  gründlichem	  Waschen	   in	  Aqua	  dest.	  erfolgte	   zur	  Differenzierung	   (deutlichere	  Darstellung	  der	  
Chromatinstruktur	  durch	  Entfernen	  überschüssigen	  Hämatoxylins)	  ein	  zweimaliges	  Eintauchen	  in	  	  1%	  
HCl-­‐Alkohol-­‐Lösung.	   Anschließend	   wurden	   die	   Präparate	   10	   min	   in	   laufendem,	   kaltem	  
Leitungswasser	  gespült.	  Nach	  Waschen	  in	  Aqua	  dest.	  wurden	  die	  Präparate	  für	  120	  Sekunden	  in	  mit	  
Essigsäure	  angesäuertes	  Eosin	  eingestellt,	  mittels	  aufsteigender	  Alkoholreihe	  sowie	  Xylol	  dehydriert	  
und	   schließlich	   mit	   Entellan	   eingedeckt.	   Mit	   den	   Kryoschnitten	   der	   Frischgewebeproben	   wurde	  
analog	  verfahren	  mit	  Ausnahme	  der	  zu	  Beginn	  durchgeführten	  Entparaffinierung	  und	  Rehydrierung,	  
die	  bei	  dieser	  Probenart	  nicht	  notwendig	  sind.	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2.3	  Molekularbiologische	  Methoden	  
	  
2.3.1	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  
	  
2.3.1.1	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  Frischgewebe	  
	  
Am	   Beginn	   des	   RNA-­‐Isolierungsprozesses	   steht	   die	   Zerkleinerung,	   der	   „Aufschluss“	   des	   zu	  
untersuchenden	   Gewebes.	   Im	   Gegensatz	   zu	   aus	   Kultur	   stammenden	   Zellen	   ist	   dafür	   im	   Fall	   von	  
Frischgewebe	  neben	  der	  chemischen	   in	  der	  Regel	  auch	  eine	  mechanische	  Aufarbeitung	  notwendig.	  
Um	  diese	   zu	  erreichen	  wurden	  20	  bis	   40	  mg	  des	   in	   flüssigem	  Stickstoff	   (kurzfristig)	   bzw.	  bei	   -­‐80°C	  
(langfristig)	  aufbewahrten	  Frischgewebes	   in	  einen	  Melamin-­‐Mörser	  gegeben,	  der	  zuvor	  mit	  ca.	  100	  
ml	   flüssigem	   Stickstoff	   gefüllt	  worden	  war.	   Sobald	   der	   Stickstoff	   zum	   größten	   Teil	   verdampft	  war,	  
wurde	   das	   gefrorene	   Gewebe	   mit	   einem	   Pistill	   (ebenfalls	   aus	   Melamin)	   zu	   einem	   feinen	   Pulver	  
zerstoßen.	   Nachdem	   auch	   der	   restliche	   Stickstoff	   verdampft	   aber	   das	   Gewebepulver	   noch	   nicht	  
wieder	   aufgetaut	   war	   (dadurch	   würden	   RNasen	   aktiviert),	   wurde	   dieses	   mit	   einem	   Spatel	   in	   ein	  
gekühltes	   2	   ml	   Eppendorfgefäß	   überführt	   und	   sofort	   Lysepuffer	   (aus	   den	   verwendeten	   RNA-­‐
Isolierungs-­‐Kits)	   hinzugegeben.	   Anschließend	   wurden	   die	   mit	   Lysepuffer	   versetzten	   Proben	   zum	  
kompletten	  Zellaufschluss	  für	  2	  min	  auf	  dem	  Vortex	  gemischt,	  5	  min	  bei	  Raumtemperatur	  inkubiert	  
und	   danach	   wieder	   2	   min	   auf	   dem	   Vortex	   gemischt,	   sodass	   keine	   makroskopisch	   erkennbaren	  
Gewebepartikel	   mehr	   vorhanden	   waren.	   Bei	   allen	   Schritten	   wurde	   sterile	   OP-­‐Kleidung	   (Kittel,	  
Handschuhe,	   Haube,	   Mundschutz)	   getragen,	   um	   eine	   Kontamination	   der	   Probe	   mit	   RNasen	   zu	  
verhindern.	  Aus	  dem	  gleichen	  Grund	  wurden	  die	   verwendeten	  Mörser,	   Pistill	   und	   Spatel	   vor	   jeder	  
neuen	  Isolierung	  gründlich	  gewaschen	  und	  anschließend	  für	  120	  min	  bei	  160°C	  autoklaviert.	  
Die	   weiteren,	   sich	   an	   den	   Gewebeaufschluss	   anschließenden	   Schritte	   der	   RNA-­‐Isolierung	   wurden	  
grundsätzlich	  nach	  den	  Herstellerangaben	  der	  verwendeten	  RNA-­‐Isolierungs-­‐Kits,	  die	  beide	  mit	  dem	  
etablierten	   Säulensystem	   und	   Silicamembranen	   arbeiten,	   vorgenommen.	   Bei	   den	   Proben,	   deren	  
Proteom	   später	   auch	   mittels	   differentieller	   2D-­‐Gelelektrophorese	   (2D-­‐DIGE;	   siehe	   Kapitel	   2.4.4)	  
analysiert	  werden	  sollte,	  wurde	  das	  „GE	   illustra	  triple-­‐prep	  Kit“	  verwendet,	  da	  dieses	  die	   Isolierung	  
von	  DNA,	  RNA	  und	  Protein	  aus	  der	  gleichen	  Probe	  ermöglicht.	  Bei	  allen	  anderen	  Fällen	  wurde	  das	  
„MN	  Nucleospin	  RNA	  2	   Isolation	  Kit“	  verwendet.	  Dabei	   zeigte	  sich	  eine	  Tendenz	  zu	  einer	  größeren	  
Menge	  gewonnener	  RNA	  bei	   dem	  MN-­‐	   gegenüber	  dem	  GE-­‐Kit	   sowie	   für	   beide	  Kits	   einer	  besseren	  
Ausbeute	   bei	   Tumor-­‐	   gegenüber	   tumorfreien	   Proben	   (Abb.	   2.5	   A)	   bei	   ansonsten	   vergleichbarer	  
Reinheit	  und	  Qualität	  (Abb.	  2.5	  B).	  Tumor-­‐	  und	  tumorfreie	  Probe	  eines	  Falls	  wurden	  dabei	  immer	  mit	  
dem	   gleichen	   Protokoll	   bearbeitet	   um	   die	   unmittelbare	   Vergleichbarkeit	   für	   die	   spätere,	   relative	  
Quantifizierung	  im	  Rahmen	  der	  qRT-­‐PCR	  (siehe	  Kapitel	  2.3.5.3)	  zu	  gewährleisten.	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Abb.	  2.5:	  Erhaltene	  RNA-­‐Menge,	   -­‐Reinheit	  und	   -­‐Qualität	  nach	   Isolierung	  aus	  Frischgewebeproben.	   (A)	  Box-­‐
Whisker	  Plots.	  Die	  Box	  repräsentiert	  den	  Bereich	  vom	  1.	  Quartil	  (25%-­‐Quantil)	  bis	  zum	  3.	  Quartil	  (75%-­‐Quantil),	  
der	  Median	   ist	   durch	  eine	   Linie,	   der	  Mittelwert	   durch	  einen	  Punkt	  dargestellt.	  Die	   Linien	   außerhalb	  der	  Box	  
stellen	   den	   größten	   bzw.	   kleinsten	   Wert	   innerhalb	   des	   1,5fachen	   Interquartilsabstandes	   dar.	   Ausreißer	  
außerhalb	  des	  1,5fachen	  Interquartilsabstandes	  sind	  durch	  Kreise	  markiert.	  Es	  ließ	  sich	  bei	  den	  durchgeführten	  
RNA-­‐Isolierungen	   eine	   Tendenz	   hin	   zu	   einer	   höheren	  Menge	   an	   isolierter	   RNA	   bei	   Tumorproben	   gegenüber	  
tumorfreien	   Lungengewebeproben	   beobachten.	   Auch	   schien	   der	   Ertrag	   an	   RNA	   bei	   Verwenden	   des	   MN	  
Nucleospin	  RNA	  2	  Kits	  gegenüber	  den	  mit	  dem	  GE	  illustra	  triple	  prep	  Kit	  erreichten	  Werten	  größer	  zu	  sein.	  (B)	  
Analyse	  von	  RNA-­‐Menge,	  -­‐Reinheit	  und	  -­‐Qualität	  von	  zwei	  repräsentativen	  Fällen	  mittels	  Spektrophotometrie	  
und	  Kapillargelelektrophorese	   (Näheres	   zur	  Methodik	   siehe	  Kapitel	   2.3.2).	  Konz.	  =	  Konzentration;	  RIN	  =	  RNA	  
integrity	  number	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Von	  den	  Herstellerangaben	  abweichende	  Modifikationen	  am	  RNA-­‐Isolierungsprotokoll	  beinhalteten	  
folgende	   Punkte:	   Verwenden	   der	   doppelten	   Menge	   Lysepuffer	   pro	   Probe,	   um	   auch	   bei	   größerer	  
Ausgangsmenge	  einen	  vollständigen	  Gewebeaufschluss	   zu	  erreichen	  und	   somit	  die	  erhaltene	  RNA-­‐
Menge	   zu	   steigern	   ohne	   ein	   Verstopfen	   der	   Filtersäulen	   zu	   riskieren;	   letzten	  Waschschritt	   vor	   der	  
Elution	  doppelt	  vornehmen	  (bessere	  Reinheit)	  und	  Säule	  danach	  mit	  offenem	  Verschluss	  3	  min	  unter	  
dem	   Abzug	   stehen	   lassen	   (restliches	   Ethanol	   aus	   dem	   Waschpuffer	   verdunstet);	   Elution	   mit	   der	  
angegebenen	  Menge	  RNase-­‐freiem	  Wasser	  aber	  doppelt	  vornehmen,	  davor	  Säule	  nach	  Zugabe	  von	  
Wasser	   jeweils	  2	  min	  stehen	   lassen	   (à	  weniger	  Rest-­‐RNA	  bleibt	  an	  der	  Silicamembran	  gebunden).	  	  
Falls	  sie	  nicht	  sofort	  weiter	  verarbeitet	  wurde,	  erfolgte	  die	  Lagerung	  der	  isolierten	  RNA	  bei	  -­‐80°C.	  
	  
	  
	  
2.3.1.2	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  
	  
Zur	  RNA-­‐Isolierung	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  wurde	  zunächst	  von	  dem	  entsprechenden	  Gewebeblock	  ein	  3	  
µm	   dünner	   Schnitt	   hergestellt,	   HE	   gefärbt	   und	   auf	   diesem	   von	   einem	   Pathologen	   die	   Region	   der	  
Tumorzellen	   bzw.	   die	   tumorfreie	   Region	   markiert	   (Abb.	   2.6).	   Von	   demselben	   Block	   wurden	  
anschließend	  je	  nach	  Größe	  der	  Gewebeprobe	  drei	  bis	  fünf	  10	  µm	  dicke	  Schnitte	  hergestellt,	  die	  vom	  
Pathologen	   markierte	   Zielregion	   mit	   einem	   Skalpell	   auf	   einem	   Objektträger	   ausgeschnitten	  
(Makrodissektion)	  und	  in	  ein	  2	  ml	  Eppendorfgefäß	  überführt.	  Somit	  konnte	  eine	  Kontamination	  der	  
untersuchten	   Gewebeprobe	   mit	   einer	   größeren	   Anzahl	   anderer	   als	   der	   interessierenden	  
Zellpopulationen	   ausgeschlossen	   werden.	   Aus	   den	   auf	   diese	   Weise	   gewonnenen	   Gewebeproben	  
wurde	  nach	  mehrstündigem	  Trocknen	  bei	  Raumtemperatur	  mit	  dem	  „Qiagen	  RNeasy	  FFPE-­‐Kit“	  nach	  
der	  vom	  Hersteller	  angegebenen	  Vorgehensweise	  die	  gesamt-­‐RNA	  isoliert	  und	  bei	  -­‐80°C	  gelagert.	  	  
	  
	  
	  
Abb.	   2.6:	   Makrodissektion	   im	   Rahmen	   der	   RNA-­‐Isolierung	   aus	   FFPE-­‐Gewebe.	   Auf	   zwei	   Beispiel-­‐
Übersichtsbildern	  (links	  ein	  follikuläres,	  rechts	  ein	  papilläres	  Schilddrüsenkarzinom;	  Vergrößerung	  2fach)	  ist	  die	  
Markierung	   des	   Tumorareals	   durch	   den	   Pathologen	   in	   einem	   HE-­‐gefärbten	   Gewebeschnitt	   gezeigt.	   Der	  
markierte	  Teil	  der	  Probe	  wurden	  in	  mehreren	  10	  µm	  dicken	  Schnitten	  mit	  einem	  Skalpell	  ausgeschnitten	  und	  
zur	  RNA-­‐Isolierung	  weiter	  verarbeitet,	  das	  umliegende	  Gewebe	  verworfen	  um	  eine	  Kontamination	  durch	  Nicht-­‐
Tumorzellen	  zu	  vermeiden.	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Abb.	   2.7:	   Reinheit,	   Qualität	   und	   Quantität	   aus	   FFPE-­‐Gewebe	   isolierter	   RNA.	  Während	   die	   RNA	   in	   guter	  
Reinheit	   sowie	   i.d.R.	   ausreichender	   Quantität	   gewonnen	   werden	   konnte	   lagen	   die	   durch	   Kapillar-­‐
Gelelektrophorese	   ermittelten	   RIN-­‐Werte	   meist	   zwischen	   2	   und	   3,	   d.h.	   die	   RNA	   zeigte	   eine	   deutliche	  
Degradation.	  Dies	  entspricht	  Literaturangaben	  [Ribeiro-­‐Silva	  et	  al.	  2007;	  Zhao	  et	  al.	  2008]	  und	  ist	  am	  ehesten	  
auf	   die	   Behandlung	   im	   Rahmen	   der	   pathologischen	   Gewebefixierung	   und	   -­‐lagerung	   zurückzuführen.	   Bei	  
Beachtung	   gewisser	   methodischer	   Aspekte	   (wie	   in	   in	   Kapitel	   2.3.3	   und	   2.3.4	   ausgeführt)	   kann	   jedoch	   auch	  
solche	  RNA	  problemlos	  für	  qRT-­‐PCR-­‐Experimente	  verwendet	  werden	  [Reis	  et	  al.	  2011].	  Konz.	  =	  Konzentration;	  
RIN	  =	  RNA	  integrity	  number	  
	  
	  
Die	  Analyse	  der	  auf	  diese	  Weise	  gewonnen	  RNA	  per	  Kapillargelelektrophorese	  (siehe	  Kapitel	  2.3.2.2)	  
zeigte	   im	   Vergleich	   zu	   aus	   Frischgewebe	   oder	   Zelllen	   isolierter	   RNA	   zwar	   deutliche	   Zeichen	   der	  
Degradation,	  aber	  –	  gängige,	  in	  der	  Literatur	  genannte	  	  sowie	  entsprechend	  der	  eigenen	  Erfahrungen	  
praktikable	   Grenzwerte	   zu	   Grunde	   legend	   –	   dennoch	   eine	   für	   die	   Verwendung	   in	   qRT-­‐PCR-­‐
Experimenten	  ausreichene	  Qualität	  (Abb.	  2.7).	  	  	  
	  
	  
	  
2.3.1.3	  Gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  Zellen	  
	  
Die	  gesamt-­‐RNA	  Isolierung	  aus	  kultivierten	  Zellen	  wurde	  mit	  dem	  Qiagen	  RNeasy	  Micro	  Kit	  nach	  der	  
vom	   Hersteller	   angegebenen	   Vorgehensweise	   (inklusive	   DNase-­‐Behandlung)	   durchgeführt	   und	   die	  
isolierte	  RNA	  (Abb.	  2.8)	  bis	  zur	  weiteren	  Verwendung	  bei	  -­‐80°C	  gelagert.	  
	  
	  
Abb.	   2.8:	   Reinheit,	   Qualität	   und	   Quantität	   aus	   kultivierten	   Zellen	   isolierter	   RNA.	   Aus	   kultivierten	   Zellen	  
isolierte	   gesamt-­‐RNA	   zeigte	   in	   der	   Kapillargelelektrophorese	   eine	   optimale	   Reinheit,	   Quantität	   und	   auch	  
Qualität	  wie	  in	  diesem	  beispielhaft	  dargestellten	  Elektropherogramm	  an	  den	  sehr	  deutlichen	  und	  signalstarken	  
18s	   rRNA-­‐	   und	   28s	   rRNA-­‐Banden	   sowie	   den	   spektrophotometrischen	   Daten	   zu	   erkennen	   ist.	   Konz.	   =	  
Konzentration;	  RIN	  =	  RNA	  integrity	  number	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2.3.2	  Analyse	  von	  RNA-­‐Quantität,	  -­‐Qualität	  und	  -­‐Reinheit	  
	  
2.3.2.1	  Spektrophotometrie	  
	  
Zur	   Analyse	   der	   isolierten	   RNA	   im	   Hinblick	   auf	   Konzentration	   (Quantität)	   und	   Reinheit	   wurde	   ein	  
Nanodrop	   ND	   1000	   Spektrophotometer	   verwendet	   und	   mit	   dessen	   Hilfe	   neben	   der	  Messung	   der	  
RNA-­‐Konzentration	  auch	  die	  Quotienten	  260	  nm/230	  nm	   sowie	  260	  nm/280	  nm	  als	   Indikatoren	   für	  
Verunreinigungen	  (v.a.	  Proteine	  bei	  280	  nm;	  z.B.	  Phenol	  oder	  Kohlenhydrate	  bei	  230	  nm)	  berechnet.	  
Beide	   lagen	   bei	   sämtlichen,	   für	   die	   hier	   beschriebenen	   Experimente	   eingesetzten	   Proben	   in	   dem	  
angestrebten	  Zielbereich	  zwischen	  1,8	  und	  2,2.	  
	  
	  
	  
2.3.2.2	  Halbautomatisierte	  Kapillargelelektrophorese	  
	  
Neben	   Quantität	   und	   Reinheit	   der	   eingesetzten	   RNA	   ist	   insbesondere	   auch	   deren	   Qualität	  
(Degradationsgrad)	  bei	  empfindlichen	  nachgeschalteten	  Analysen	  wie	  der	  qRT-­‐PCR	  oder	  Microarray-­‐
Untersuchungen	   eine	   entscheidende	   Determinante	   für	   den	   Erfolg	   des	   Experiments.	   Während	   aus	  
Frischgewebe	   isolierte	  RNA	  meist	  sehr	  gut	  erhalten	   ist,	   so	  kann	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  gewonnene	  RNA	  
mitunter	  stark	  degradiert	  sein	  (Abb.	  2.7	  +	  2.8)	  [von	  Ahlfen	  et	  al.	  2007].	  Da	  letztgenannte	  Probenart	  
jedoch	  aufgrund	  ihrer	  guten	  Lagerbarkeit	  sowie	  ihrer	  großen	  vorhandenen	  Menge	  in	  pathologischen	  
Archiven	  eine	  wichtige	  Quelle	  für	  die	  Forschung	  darstellt,	  wurden	  die	  entsprechenden	  Verfahren	  in	  
den	   letzten	   Jahrzehnten	  sehr	   intensiv	  weiterentwickelt	   [Lewis	  et	  al.	  2001;	  Ribeiro-­‐Silva	  et	  al.	  2007;	  
Reis	   et	   al.	   2011].	   So	   ist	   die	   Anwendung	   vieler	   molekularbiologischer	   Methoden	   an	   FFPE-­‐
Gewebeproben	   mittlerweile	   gut	   etabliert	   und	   führt	   zu	   verlässlichen	   und	   reproduzierbaren	  
Ergebnissen	   [Farragher	   et	   al.	   2008;	   Zhang	   et	   al.	   2010].	   Dennoch	   wird	   allgemein	   empfohlen,	   die	  
Integrität/den	  Degradationsgrad	  der	  eingesetzten,	  aus	  FFPE-­‐Proben	  isolierten	  RNA	  im	  Vorfeld	  solcher	  
Experimente	   zu	   bestimmen.	   In	   dieser	   Arbeit	   wurde	   die	   Qualität	   aller	   aus	   FFPE-­‐Gewebeproben	  
isolierter	  RNA	  (sowie	  stichprobenweise	  auch	  aus	  Frischgewebe	  gewonnener	  RNA,	  siehe	  Abb.	  2.5)	  mit	  
Hilfe	  von	  „Agilent	  RNA	  6000	  Nano“	  Chips	  und	  einem	  „Agilent	  Bioanalyzer	  2100“	  bestimmt	  [Imbeaud	  
et	   al.	   2005;	   Schroeder	   et	   al.	   2006].	   Hierzu	  wurden	   zunächst	   die	  Messelektroden	   des	   Bioanalyzers	  
durch	   einminütiges	   Eintauchen	   in	   mit	   350	   µl	   „RNaseZAP“	   gefüllten	   „electrode	   cleaner	   chips“	   von	  
RNasen	  dekontaminiert	  sowie	  die	  Glaskapillaren	  jedes	  Chips	  mit	  insgesamt	  27	  µl	  Agarosegel	  befüllt.	  
Dieses	  war	  zuvor	  filtriert	  und	  mit	  1	  µl	  Fluoreszenzfarbstoff	  („RNA	  Nano	  Dye	  concentrate“)	  vermischt	  
worden.	  Anschließend	  wurden	  jedes	  der	  12	  Proben-­‐wells	  sowie	  das	  well	  für	  die	  RNA-­‐Leiter	  mit	  5	  µl	  
„RNA	  6000	  Nano	  marker“	  befüllt.	  Dieser	  Marker	  weist	   in	  dem	  Gel	  ein	  konstantes	  Laufverhalten	  auf	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und	   dient	   bei	   der	   späteren	   Softwareanalyse	   als	   Referenz	   zur	   Detektion	   der	   übrigen	   Banden.	   Im	  
nächsten	  Schritt	  wurden	  1	  µl	  der	  RNA-­‐Leiter	  bzw.	  jeweils	  1	  µl	  der	  zu	  untersuchenden	  RNA-­‐Proben	  in	  
die	  entsprechenden	  Wells	  pipettiert	  und	  der	  Chip	  anschließend	   für	  60	  Sekunden	  bei	  2400	   rpm	  auf	  
einem	  dafür	  geeigneten	  Vortex	  gemischt.	  Vor	  deren	  Zugabe	  waren	  die	  RNA-­‐Proben	  mit	  RNase	  freiem	  
Wasser	   auf	   eine	   Konzentration	   zwischen	   25	   und	   500	   ng/µl	   verdünnt	   worden,	   was	   laut	  
Herstellerangaben	  dem	  Bereich	  der	  höchsten	  quantitativen	  wie	  qualitativen	  Messgenauigkeit	  für	  die	  
verwendeten	   Chips	   entspricht.	   Schließlich	   wurden	   die	   RNA-­‐Proben	   durch	   Einstellen	   des	   auf	   diese	  
Weise	  vorbereiteten	  Chips	  in	  den	  Bioanalyzer	  und	  Starten	  der	  „Agilent	  2100	  Expert	  Software“	  in	  den	  
Glaskapillaren	  des	  Chips	  gelelektrophoretisch	  aufgetrennt	  und	  anhand	  der	  detektierten	  Fluoreszenz-­‐
Peaks/-­‐Banden	   ribosomaler	   RNA	   (18S	   und	   28S)	   sowie	   weiterer	   in	   den	   Algorithmus	   eingehender	  
Faktoren	  von	  der	  Software	  eine	  „RNA	  integrity	  number“	  (RIN)	  errechnet.	  Die	  RIN	  dient	  als	  Indikator	  
für	  die	  RNA-­‐Qualität	  und	  kann	  Werte	  von	  0	  (vollständig	  degradiert)	  bis	  10	  (absolut	  intakt)	  annehmen.	  
Für	  die	  durchgeführten	  qRT-­‐PCR-­‐Untersuchungen	  wurde	  hierbei	  ein	  Mindestwert	  von	  1,4	  zugrunde	  
gelegt.	  Dieser	  hat	  sich	  als	  gut	  geeigneter	  „cut-­‐off“	  Wert	  erwiesen,	  ab	  dem	  biologisch	  sinnvolle	  und	  
reproduzierbare	  Ergebnisse	  zu	  erwarten	  sind	  [Ribeiro-­‐Silva	  et	  al.	  2007;	  eigene	  Beobachtungen]	  	  
	  
	  
	  
2.3.3	  Reverse	  Transkription	  (RT)	  
	  
Die	   reverse	   Transkription	   (RT)	   stellt	   einen	   für	   den	   Erfolg	   der	   nachgeschalteten,	  
molekularbiologischen	   Experimente	   wesentlichen	   Schritt	   dar	   bei	   dem	   die	   isolierte	   RNA	   durch	  
retrovirale	  Enzyme	  in	  cDNA	  (complementary	  DNA)	  umgeschrieben	  wird.	  Diese	  wiederum	  dient	  dann	  
als	   Ausgangsmaterial	   für	   eine	   quantitative	   Polymerase-­‐Kettenreaktion	   (PCR).	   Die	   RT	   kann	   dabei	   in	  
den	  gleichen	  Reaktionsgefäßen	  wie	  die	  anschließend	  durchgeführte	  PCR	   (sog.	  Einschritt-­‐Verfahren)	  
oder	  mit	  einer	  zwischengeschalteten	  Reinigung	  der	  cDNA	  und	  einem	  entsprechendem	  Wechsel	  der	  
Reaktionsgefäße	  (sog.	  Zweischritt-­‐Verfahren)	  vorgenommen	  werden.	  In	  dieser	  Arbeit	  wurde	  sich	  für	  
den	   letztgenannten	  Ansatz	  entschieden,	  da	  einerseits	  die	  überschüssigen	  Reaktionssubstrate	  und	   -­‐
produkte	  die	  Kinetik	  der	  PCR	  beeinflussen	  können	  und	  andererseits	  die	   reverse	  Transkription	  nicht	  
immer	  gleich	  effizient	  ist.	  So	  kann	  sich	  nach	  dem	  Einsatz	  gleicher	  Mengen	  RNA	  als	  Ausgangssubstanz	  
die	   gewonnene	   Menge	   an	   cDNA	   mitunter	   stark	   unterscheiden	   und	   so	   in	   der	   angeschlossenen	  
Quantifizierung	   zu	   einer	   Verfälschung	   der	   Resultate	   führen.	   Indem	  die	   cDNA	   nach	   der	   RT	   und	   vor	  
ihrem	   Einsatz	   in	   der	   quantitativen	   PCR	   wieder	   gereinigt	   sowie	   ihre	   Konzentration	   gemessen	   und	  
einheitlich	  auf	  50	  ng/µl	  eingestellt	  wurde,	  konnten	  diese	  Probleme	  umgangen	  werden.	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2.3.3.1	   Reverse	   Transkription	   von	   aus	   Frischgewebe	   und	   kultivierten	  
	   Zellen	  isolierter	  RNA	  
	  
Die	   reverse	   Transkription	   von	   aus	   Frischgewebe	   und	   kultivierten	   Zellen	   isolierter	   RNA	   wurde	   mit	  
SuperScript2	  RT	  sowie	  Oligo-­‐dT12-­‐18	  Primern	  von	  Invitrogen	  durchgeführt.	  Bei	  SuperScript2	  RT	  handelt	  
es	  sich	  um	  eine	  reverse	  Transkriptase	  aus	  dem	  Moloney	  murine	  leukemia	  virus	  (MMLV-­‐RT),	  die	  durch	  
gentechnische	   Modifikationen	   sowohl	   sehr	   hohe	   Temperaturen	   toleriert	   als	   auch	   quasi	   keine	  
intrinsische	   RNase	   H-­‐Aktivität	   mehr	   besitzt.	   Dadurch	   kann	   die	   Länge	   der	   Transkripte	   wesentlich	  
gesteigert	   werden	   (ca.	   1000	   bis	   2000	   Basenpaare).	   Oligo-­‐dT12-­‐18	   Primer	   bestehen	   aus	   12	   bis	   18	  
Thymidinen,	  die	  an	  den	  Poly-­‐A-­‐Schwanz	  am	  3’Ende	  eukaryontischer	  mRNA	  binden	  und	  dadurch	  wohl	  
von	   allen	   gängigen	   RT-­‐Primern	   (Oligo-­‐dT-­‐Primer,	   Random	   Hexamers,	   genspezifische	   Primer)	   am	  
spezifischsten	   mRNAs	   transkribieren.	   Die	   reverse	   Transkription	   wurde	   wie	   folgt	   durchgeführt:	   In	  
einem	  nuklease-­‐freien	  1,5	  ml	  Reaktionsgefäß	  wurden	  bis	  zu	  5	  µg	  der	  isolierten	  RNA	  (gelöst	  in	  10	  µl	  
nuklease-­‐freiem	   Wasser),	   1	   µl	   Oligo-­‐dT12-­‐18-­‐Primer	   (500	   µg/ml)	   sowie	   1	   µl	   dNTP-­‐Mix	   (desoxy-­‐
Nukleosid-­‐Triphosphate;	  jeweils	  10	  mM)	  zusammengegeben	  und	  für	  5	  min	  auf	  65°C	  erhitzt.	  Dadurch	  
wurden	   Sekundärstrukturen	   der	   RNA	   aufgelöst.	   Anschließend	   erfolgte	   eine	   kurze	   Abkühlung	   des	  
Reaktionsansatzes	   auf	   Eis	   und	   die	   Zugabe	   von	   4	  µl	   „first-­‐strand“-­‐Puffer,	   2	  µl	   0,1	  M	   DTT	   und	   1	  µl	  
RNaseOUTTM	   (Invitrogen;	   40	   units/µl).	   Nach	   gründlichem	  Durchmischen	   und	   2	  minütigem	   Erhitzen	  
bei	   42°C	   (dabei	   kommt	   es	   zur	   Anlagerung	   der	   Primer)	   wurde	   durch	   Zugabe	   von	   1	  µl	   (200	  units)	  
Reverse	  Transkriptase	  die	  Reaktion	  in	  Gang	  gesetzt.	  Das	  gesamte	  Reaktionsvolumen	  von	  20	  µl	  wurde	  
für	  die	  RT	  nun	  50	  min	  bei	  42°C	   inkubiert	  und	  die	  Reaktion	  danach	  durch	  15	  minütiges	  Erhitzen	  bei	  
70°C	  inaktiviert.	  An	  die	  reverse	  Transkription	  wurde	  die	  Reinigung	  und	  Einstellung	  der	  synthetisierten	  
cDNA	  auf	  eine	  Konzentration	  von	  50	  ng/µl	   (siehe	  Kapitel	   2.3.4)	   angeschlossen,	  deren	   Lagerung	  bis	  
zur	  Verwendung	  in	  der	  quantitativen	  PCR	  erfolgte	  bei	  -­‐20°C.	  
	  
	  
	  
2.3.3.2	  Reverse	  Transkription	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  isolierter	  RNA	  
	  
Im	   Unterschied	   zu	   aus	   Frischgewebe	   isolierter	   RNA	   ist	   aus	   FFPE-­‐Gewebe	   gewonnene	   RNA	   häufig	  
stark	   fragmentiert	   (einschließlich	   des	   Poly-­‐A-­‐Schwanzes	   am	   3’Ende	   von	   eukaryontischen	   mRNAs),	  
weshalb	  eine	  RT	  mit	  Oligo-­‐dT-­‐Primern	  zu	  schlechten	  bzw.	  nicht	  reproduzierbaren	  Ergebnissen	  führt.	  
Stattdessen	   wurden	   in	   solchen	   Fällen	   in	   dieser	   Arbeit	   Random	   Hexamer	   Primer	   verwandt.	   Diese	  
bestehen	   aus	   zufälligen	   Nukleotid-­‐Hexameren,	   die	   irgendwo	   an	   die	   mRNA	   hybridisieren.	   Dadurch	  
liegen	  am	  Ende	  mit	  großer	  Sicherheit	  alle	  mRNA	  Bereiche	  als	  cDNA	  vor	  –	  allerdings	  auch	  die	  nicht-­‐
mRNAs,	   d.h.	   die	   Sensitivität	   ist	   gegenüber	   den	   Oligo-­‐dT-­‐Primern	   gesteigert	   allerdings	   auf	   Kosten	  
	  	  	  	  _____________________________________	  Material	  und	  Methoden	  _____________________________________	  
	   	  
	   56	  
einer	   schlechteren	   Spezifität.	   Weiterhin	   wurde	   unter	   Verwendung	   von	   FFPE-­‐Gewebe	   bei	   der	  
quantitativen	   PCR	   darauf	   geachtet	   nicht	   zu	   lange	   Sonden	   zu	   verwenden	   (<100bp),	   da	   eine	   stark	  
fragmentierte	  mRNA	  auch	  nur	  zu	  einer	  stark	  fragmentierten	  cDNA	  transkribiert	  werden	  kann.	  Unter	  
Beachtung	   dieser	   Gesichtspunkte	   ließen	   sich	   auch	   mit	   aus	   FFPE-­‐Gewebe	   isolierter	   RNA	  
reproduzierbare	  und	  zuverlässige	  qRT-­‐PCR-­‐Experimente	  durchführen.	  Zur	  RT	  von	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  
isolierter	  RNA	  wurde	  das	  „High	  Capacity	  RNA-­‐to-­‐cDNA	  Kit“	  von	  Applied	  Biosystems,	  das	  mit	  Random	  
Hexamer	   Primern	   sowie	   einer	   MMLV	   Reversen	   Transkriptase	   arbeitet,	   nach	   der	   vom	   Hersteller	  
angegebenen	   Vorgehensweise	   verwendet.	   Dabei	   wurden	   die	   in	   nuklease-­‐freiem	   Wasser	   gelöste	  
gesamt-­‐RNA,	   Reaktionspuffer	   und	   der	   das	   Enzym,	   Nukleosidtriphosphate	   sowie	   die	   Primer	  
enthaltende	  „RT	  Enzyme	  Mix“	  zu	  einem	  Reaktionsvolumen	  von	  20	  µl	  zusammengegeben	  und	  für	  60	  
min	  bei	  37°C	  inkubiert.	  Beendet	  wurde	  die	  RT	  durch	  anschließendes	  Erhitzen	  bei	  95°C	  für	  5	  Minuten.	  
An	  die	  reverse	  Transkription	  wurde	  die	  Reinigung	  und	  Konzentrationseinstellung	  der	  synthetisierten	  
cDNA	   auf	   50	   ng/µl	   sowie	   deren	   Lagerung	   bei	   -­‐20°C	   bis	   zur	   Verwendung	   in	   der	   quantitativen	   PCR	  
angeschlossen.	  
	  
	  
	  
2.3.4	  cDNA-­‐Reinigung	  und	  -­‐Konzentrationseinstellung	  
	  
Nach	  Durchführung	  der	  reversen	  Transkription	  wurde	  die	  synthetisierte	  cDNA	  unter	  Verwedung	  des	  
„Qiagen	   QIAquick	   PCR	   purification	   Kit“	   von	   überschüssigen	   Reaktionssubstraten	   und	   -­‐produkten	  
nach	   Anleitung	   des	   Herstellers	   gereinigt.	   Mit	   Hilfe	   des	   Nanodrop	   Spektrophotometers	   wurde	   die	  
cDNA	   quantifiziert,	   auf	   ihre	   Reinheit	   hin	   überprüft	   sowie	   auf	   eine	   Konzentration	   von	   50	   ng/µl	  
verdünnt.	  
	  
	  
	  
2.3.5	  Quantitative	  real-­‐time	  RT-­‐PCR	  (qRT-­‐PCR)	  
	  
Nach	   der	   Erarbeitung	   grundlegender	   methodischer	   Erkenntnisse	   Ende	   der	   80er/Anfang	   der	   90er	  
Jahre	  [Carduollo	  et	  al.	  1989;	  Holland	  et	  al.	  1991;	  Higuchi	  et	  al.	  1992;	  Higuchi	  et	  al.	  1993]	  hat	  sich	  die	  
quantitative	   real-­‐time	   RT-­‐PCR	   (qRT-­‐PCR)	   mittlerweile	   zu	   einer	   in	   naturwissenschaftlicher	   sowie	  
klinischer	  Forschung	  sehr	  häufig	  angewendeten	  molekularbiologischen	  Techniken	  entwickelt.	  Selbst	  
im	  klinischen	  Alltag	  kommt	  die	  quantitative	  PCR	  zur	  Anwendung,	  so	  beispielsweise	  zur	  Diagnose	  und	  
Verlaufsbeobachtung	   einer	   „minimal	   residual	   disease“	   (MRD)	   bei	   Leukämie-­‐Patienten	   [Pongers-­‐
Willemse	   et	   al.	   1998]	   oder	   zur	   Untersuchung	   der	   im	   Blut	   vorhandenen	   HIV-­‐/HCV-­‐Kopienanzahl	  
[Martell	   et	   al.	   1999;	   Désiré	   et	   al.	   2001].	   Sie	   beruht	   zunächst	   auf	   dem	   gleichen	   Prinzip	   wie	   die	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„herkömmliche“	  PCR,	  nämlich	  der	  exponentiellen	  Vervielfältigung	  von	  Nukleinsäuren	  (in	  diesem	  Fall	  
cDNA)	   durch	   mehrfaches	   Durchlaufen	   von	   drei,	   bei	   unterschiedlichen	   Temperaturen	   ablaufenden	  
Schritten	  (in	  einem	  sog.	  Thermocycler):	  Denaturierung,	  Primer-­‐Anlagerung	  und	  Elongation.	  Die	  qRT-­‐
PCR	  ermöglicht	  nun	  darüber	  hinaus	  die	  Quantifizierung	  der	  amplifizierten	  cDNA	  zu	  jedem	  Zeitpunkt	  
der	  normalerweise	  40	  Reaktionszyklen	  („real	  time“)	  durch	  das	  Messen	  von	  Fluoreszenzsignalen.	  Dies	  
wiederum	   erlaubt	   Rückschlüsse	   auf	   die	   Menge	   der	   cDNA,	   die	   zu	   Beginn	   im	   Reaktionsansatz	  
vorhanden	  war	  –	  und	  da	  diese	  ursprünglich	  aus	  mRNA	  synthetisiert	  worden	  war	  auf	  die	  Expression	  
bestimmter	   Gene	   in	   der	   untersuchten	   Probe.	   Neben	   DNA-­‐Probe,	   Primern,	   DNA-­‐Polymerase	   und	  
Nukleotiden	   werden	   bei	   der	   qRT-­‐PCR	   zu	   Abschnitten	   der	   Ziel-­‐cDNA	   komplementäre,	   i.d.R.	  
fluoreszenzmarkierte	  Sonden	  zugegeben.	  Durch	  geschickte	  Designs	  dieser	  Sonden	  wird	   letztendlich	  
erreicht,	  dass	  die	  gemessene	  Fluoreszenz	  umso	  stärker	  wird,	  je	  mehr	  an	  zur	  Sonde	  komplementärer	  
cDNA	  in	  der	  untersuchten	  Probe	  vorhanden	  ist.	  Die	  Funktionsweise	  der	  einzelnen	  Sondenarten	  kann	  
dabei	   im	  Detail	   recht	  unterschiedlich	  sein	   [Livak	  et	  al.	  1995;	  Wittwer	  et	  al.	  1997;	  Tyagi	  et	  al.	  1996;	  
Heid	  et	  al.	  1996;	  Gibson	  et	  al.	  1996;	  Yin	  et	  al.	  2001;	  Wilhelm	  et	  al.	  2001;	  Specht	  et	  al.	  2001;	  Godfrey	  
et	   al.	   2000;	   Ingham	  et	   al.	   2001]	   und	   soll	   bis	   auf	   das	   in	   dieser	   Arbeit	   verwendete	  Nachweissystem	  
(Kapitel	  2.3.5.1)	  auch	  nicht	  genauer	  beschrieben	  werden.	  Eine	  Gemeinsamkeit	  besteht	  jedoch	  darin,	  
dass	   mit	   Ausnahme	   der	   interkalierenden	   Farbstoffe	   alle	   modernen,	   auf	   dem	   Einsatz	   von	   Sonden	  
basierenden	   Nachweisverfahren	   ein	   physikalisches	   Phänomen	   ausnutzen:	   Den	   1948	   von	   dem	  
deutschen	  Physiker	  Theodor	  Förster	  beschriebenen	  Förster-­‐Resonsanz-­‐Energie-­‐Transfer	  Effekt	  (FRET-­‐
Effekt),	  dessen	  Prinzip	  ist	  in	  Abb.	  2.9	  beschrieben	  wird.	  Im	  Rahmen	  der	  qRT-­‐PCR	  kommt	  es	  nun	  durch	  
die	   Vervielfältigung	   der	   Zielsequenz	   und	   der	   damit	   einhergehenden	   Hybridisierung	   der	   dazu	  
komplementären	   Sonden	   zu	   einer	   (je	   nach	   Detektionssystem)	   Trennung	   oder	   Annäherung	   von	  
Reporter-­‐	  und	  Quencher-­‐Fluorochrom	  und	  damit	  zu	  einer	  von	  der	  Menge	  der	  synthetisierten	  cDNA	  
abhängigen	  Steigerung	  des	  entsprechenden	  Fluoreszenzsignals.	  	  
	  
Abb.	   2.9:	   Prinzip	   des	   Förster-­‐Resonanz-­‐Energie-­‐Transfer	   (FRET)	   -­‐	   Effekts	   [nach	   Mülhardt	   2009].	   (A)	  
Fluorochrom	   1	   (F1)	   besitzt	   ein	   charakteristisches	   Anregungs-­‐	   und	   ein	   typisches	   Emissionsspektrum	   (λA1	   und	  
λE1),	   gleiches	   gilt	   für	   Fluorochrom	  2	   (F2).	   (B)	  Überlappen	  λE1	   und	  λA2	   ,	   kann	   das	   emittierte	   Licht	   von	   F1	   das	  
zweite	  Fluorochrom	  anregen	  und	  es	  entsteht	  Licht	  der	  Wellenlänge	  λE2	   .	  Dies	  setzt	  allerdings	  voraus,	  dass	  die	  
beiden	  Fluorochrome	  nahe	  beieinander	  lokalisiert	  sind.	  Regt	  man	  mit	  Licht	  der	  Wellenlänge	  λA1	  	  an,	  kann	  man	  
durch	  Messung	  von	  λE1	   bzw.	  λE2	   	   verfolgen,	  ob	  die	  beiden	  Fluorochrome	  getrennt	  oder	  benachbart	   sind.	  Die	  
beiden	   Fluorochrome	  werden	   im	   Zusammenhang	  mit	   q(RT-­‐)PCR-­‐Sonden	  meist	   als	   Reporter	   bzw.	   Donor	   (F1)	  
und	  Quencher	  bzw.	  Akzeptor	  (F2)	  bezeichnet.	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Das	   primäre	   Ergebnis	   eines	   in	   der	   qRT-­‐PCR	   analysierten	   Zielgens	   bzw.	   dessen	  
Transkriptionsproduktes	   in	   einer	   bestimmten	   Probe	   stellt	   der	   sogenannte	   CT-­‐Wert	   (=	   „threshold-­‐
cycle“	   =Grenz-­‐Zyklus)	   dar.	  Dieser	   gibt	   an	  bei	  welchem	  Reaktionszyklus	   die	   durch	  Amplifikation	  der	  
Ziel-­‐cDNA	  entstandene	  Fluoreszenz	  die	  Hintergrundfluoreszenz	  überstiegen	  hat.	  Dieser	  Zeitpunkt	  ist	  
umso	   früher	   erreicht,	   je	  mehr	   Ziel-­‐cDNA	   zu	  Beginn	  der	  Reaktion	   vorhanden	  war,	   d.h.	   je	   höher	   die	  
Ausgangsmenge	  der	  gesuchten	  cDNA	  desto	  niedriger	  der	  gemessene	  CT-­‐Wert.	  
	  
	  
	  
2.3.5.1	  Detektion	  mittels	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  
	  
Bei	   der	   im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   durchgeführten	   qRT-­‐PCR-­‐Experimenten	   wurden	   die	   etablierten	  
„TaqmanTM	   Gene	   Expression	   Assays“	   (Applied	   Biosystems)	   als	   Detektionssystem	   verwendet.	   Diese	  
Assays	  bestehen	  aus	  zwei	  Komponenten:	  Den	  für	  die	  Zielsequenz	  spezifischen	  PCR-­‐Primern	  sowie	  zu	  
dieser	  komplementären	  Sonden,	  die	  an	  ihrem	  5’Ende	  mit	  einem	  Reporter-­‐Fluorochrom	  und	  an	  ihrem	  
3’Ende	  mit	  einem	  Quencher-­‐Fluorochrom	  markiert	  sind.	  Bei	  den	  in	  dieser	  Arbeit	  verwenddten	  Assays	  
(Tab.	   2.3)	   kam	   dabei	   stets	   die	   Kombination	   der	   Fluoreszenzfarbstoffe	   6-­‐Carboxyfluorescein	   (FAM,	  
Reporter,	   5´Ende)	   und	   MGB	   (Minor	   Groove	   Binder,	   Quencher,	   3´Ende)	   zum	   Einsatz.	   Unter	  
Verwendung	   dieses	   Detektionssystems	   in	   Kombination	   mit	   der	   hitzestabilen	   Taq-­‐DNA-­‐Polymerase	  
aus	   dem	   thermophilen	   Bakterium	   Thermus	   aquaticus	   kommt	   es	   während	   der	   cDNA	   Amplification	  
durch	   die	   5’-­‐3’	   Exonuclease-­‐Aktivität	   der	   Taq-­‐DNA-­‐Polymerase	   zu	   einer	   Abspaltung	   des	   Reporter-­‐
Farbstoffes	  am	  5’Ende	  der	  hybridisierten	  Sonde.	  	  
	  
	  
Abb.	  2.10:	  Funktionsprinzip	  von	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays.	  (A)	  Nicht	  hybridisierte	  Taqman-­‐Sonde.	  Die	  
emittierte	  Fluoreszenz	  des	  Reporters	  (R)	  wird	  durch	  dessen	  räumliche	  Nähe	  auf	  den	  Quencher	  (Q)	  übertragen.	  
(B)	  Nach	  Hybridisierung	  der	  Sonde	  kommt	  es	  durch	  die	  5’-­‐3’	  Exonuklease-­‐Aktivität	  der	  Taq-­‐Polymerase	  zu	  einer	  
räumlichen	  Trennung	  von	  Reporter	  und	  Quencher,	  wodurch	  die	  Reporter-­‐Fluoreszenz	  nun	  detektiertbar	  wird.	  	  
	  
	  
Durch	   die	   damit	   einhergehende	   räumliche	   Trennung	   vom	   an	   das	   3’Ende	   der	   Sonde	   gebundenen	  
Quencher	   wird	   das	   Fluoreszenzsignal	   des	   Reporters	   gesteigert	   und	   übersteigt	   während	   des	  
„threshold-­‐cycle“	   (à	   CT-­‐Wert)	   die	   Hintergrundfluoreszenz.	   In	   der	   exponentiellen	   Phase	   der	  
quantitativen	   PCR	   (und	   nur	   in	   dieser	   Phase!;	   Abb.	   2.11),	   in	   der	   optimale	   Reaktionsbedingungen	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vorherrschen,	   ist	   dann	   durch	   verschiedene	   Rechenmodelle	   ein	   Rückschluss	   auf	   die	   zu	   Beginn	   der	  
Reaktion	   in	   der	   untersuchten	   Probe	   vorhanden	   gewesene	   Menge	   an	   transkriptspezifischer	   „Ziel-­‐
cDNA“	  möglich.	  	  
	  
	  
Abb.	   2.11:	   Drei	   Phasen	   einer	   quantitativen	   (RT)-­‐PCR.	   (A)	   Schematische	   Darstellung	   der	   typischen	  
Zusammensetzung	   des	   Amplification	   Plot	   einer	   PCR-­‐Reaktion	   aus	   Anfangsphase,	   exponentieller	   Phase	   und	  
Endphase.	  Nur	  während	   der	   exponentiellen	   Amplifikationsphase	   ist	   ein	  mathematisch	   korrekter	   Rückschluss	  
von	  den	  gemessenen	  Fluoreszenzsignalen	  auf	  die	  zu	  Beginn	  der	  Reaktion	  in	  der	  untersuchten	  Probe	  vorhanden	  
gewesene	  Menge	  an	  transkriptspezifischer	  „Ziel-­‐cDNA“	  möglich.	  (B)	  Exemplarisches	  Output	  der	  StepOnePlusTM	  
Software	   für	   eine	   mit	   5	   Fällen	   belegte	   96well-­‐Platte	   mit	   Darstellung	   der	   gemessenen	   Fluoreszenz-­‐
Signalintensitäten	  auf	  der	  y-­‐Achse	  und	  den	  Reaktionszyklen	  auf	  der	  x-­‐Achse.	  
	  
	  
Die	   in	   dieser	   Arbeit	   beschriebenen	   qRT-­‐PCR-­‐Experimente	   wurden	   in	   einem	   Applied	   Biosystems	  
StepOnePlusTM	  Real-­‐Time	  PCR-­‐System	  für	  96	  well-­‐Platten	  durchgeführt,	  welches	  mit	  einem	  sensitiven	  
4-­‐Farben	   LED-­‐System	   zur	   Fluoreszenzsignaldetektion	   ausgestattet	   ist.	   Im	   Rahmen	   der	   relativen	  
Quantifizierung	   mit	   der	   ΔΔCT-­‐Methode	   (siehe	   Kapitel	   2.3.5.2)	   wurde	   dabei	   hinsichtlich	   der	  
Zielgenexpression	   immer	   eine	   Test-­‐	   mit	   einer	   Referenzprobe	   verglichen,	   wobei	   es	   sich	   bei	   der	  
Testprobe	  in	  der	  Regel	  um	  Tumorgewebe	  und	  bei	  der	  Referenzprobe	  um	  tumorfreies	  Lungengewebe	  
des	  gleichen	  Patienten	  handelte.	  Weiterhin	  wurde	  neben	  der	  Expression	  des	  Zielgens	  auch	  die	  eines	  
„Housekeeping-­‐Gens“	  als	  interne	  Kontrolle	  mitbestimmt,	  um	  so	  Pipettierfehler	  oder	  unterschiedliche	  
gesamt-­‐cDNA-­‐Ausgansmengen	   der	   Proben	   auszugleichen.	   Schließlich	   wurde	   jeder	   Ansatz	   als	  
Dreifachbestimmung	  („Triplicate“)	  untersucht,	  sodass	  jeder	  Fall	  auf	  der	  96	  well-­‐Platte	  2	  (Tumor-­‐	  und	  
tumorfreie	   Probe)	   x	   2	   (Zielgen	   und	   interne	   Kontrolle)	   x	   3	   (Dreifachbestimmung)	   =	   12	   wells	   in	  
Anspruch	  nahm.	  Des	  weiteren	  wurde	  für	  jeden	  verwendeten	  Gene	  Expression	  Assay	  ein	  Ansatz	  ohne	  
cDNA	   zur	   Kontrolle	   als	   Leerwert	   bestimmt,	   sodass	   pro	   96	   well-­‐Platte	   maximal	   7	   Fälle	   untersucht	  
werden	  konnten.	  Ein	  einzelner	  20	  µl	  Reaktionsansatz	  setzte	  sich	  dabei	  aus	  folgenden	  Komponenten	  
zusammen:	  1	  µl	  (entsprechend	  50	  ng)	  	  der	  zu	  untersuchenden	  cDNA	  (50	  ng/µl),	  8	  µl	  nuklease-­‐freies	  
Wasser,	  1	  µl	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assay	  (die	  Zielgen-­‐	  bzw.	  Transkriptspezifischen	  PCR-­‐Primer	  
und	  Sonden	  beinhaltend)	  sowie	  10	  µl	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Master	  Mix	  (mit	  Taq-­‐Polymerase,	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dNTPs	   und	   Reaktionspuffer).	   Schließlich	   wurde	   zur	   Durchführung	   der	   quantitativen	   PCR	   nach	  
Einstellen	   der	   Platte	   in	   das	   StepOnePlusTM	   System	   in	   der	   Geräte-­‐Software	   das	   in	   Tabelle	   2.5	  
dargestellte	  Schema	  programmiert	  und	  die	  Reaktion	  gestartet.	  
	  
	  
Tab.	  2.5:	  Bei	  den	  qRT-­‐PCR-­‐Experimenten	  verwendetes	  Programm	  für	  die	  quantitative	  PCR	  unter	  Verwendung	  
des	  StepOnePlusTM	  Systems	  in	  Kombination	  mit	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays.	  	  
	  
	  
	  
	  
2.3.5.2	  Auswertung	  mit	  der	  ΔΔCT-­‐Methode	  
	  
Was	  die	  Auswertung	  eines	  qRT-­‐PCR-­‐Experiments	  angeht,	  so	  gilt	  es	  primär	  zwischen	  der	  relativen	  und	  
der	   absoluten	   Quantifizierung	   der	   Genexpression	   zu	   unterscheiden.	   Während	   das	   Ergebnis	   des	  
Experiments	  bei	  der	  relativen	  Quantifizierung	  immer	  die	  n-­‐fache	  Expression	  des	  untersuchten	  Gens	  
in	   der	   interessierenden	   Probe	   in	   Bezug	   auf	   eine	   Kontrollprobe	   darstellt	   (in	   dieser	   Arbeit	   also	   die	  
Genexpression	   in	  Tumor-­‐	   relativ	   zu	   tumorfreiem	  Gewebe	  des	  gleichen	  Patienten),	   so	   ist	  es	  mit	  der	  
komplizierteren	   und	   auch	   weniger	   etablierten	   absoluten	   Quantifizierung	   theoretisch	   möglich	   die	  
genaue	  Anzahl	  der	  in	  der	  Probe	  vorhandenen	  Ziel-­‐cDNA-­‐Abschnitte	  zu	  bestimmen.	  In	  der	  Regel	  wird	  
in	   beiden	   Fällen	   die	   Expression	   eines	   sog.	   Housekeeping-­‐Gens	   (interne	   Kontrolle;	   z.B.	   GAPDH,	   β-­‐
Actin,	   β-­‐Glucuronidase)	   zusätzlich	   in	   allen	   Proben	   mitgemessen	   und	   mit	   der	   Zielgen-­‐Expression	  
verrechnet,	   um	   verfälschten	   Ergebnisse	   durch	   Pipettierfehler	   oder	   unterschiedliche	  Gesamt-­‐cDNA-­‐
Ausgangsmengen	  vorzubeugen.	   In	  dieser	  Arbeit	  angewendet	  wurde	  die	  relative	  Quantifizierung	  mit	  
Hilfe	  der	  sog.	  ΔΔCT-­‐Methode	  [Schmittgen	  et	  al.	  2008].	  Dabei	  wurde	  zunächst	  für	  die	  Tumorprobe	  der	  
CT-­‐Wert	  der	  internen	  Kontrolle	  vom	  CT-­‐Wert	  des	  Zielgens	  subtrahiert,	  das	  gleiche	  wurde	  auch	  für	  die	  
tumorfreie	  Probe	  des	  gleichen	  Falls	  durchgeführt.	  So	  erhielt	  man	  einen	  ΔCT-­‐Wert	  für	  die	  Tumorprobe	  
sowie	  einen	  ΔCT-­‐Wert	  für	  die	  tumorfreie	  Probe.	  Anschließend	  wurde	  der	  ΔCT-­‐Wert	  für	  die	  tumorfreie	  
Probe	   von	   dem	   ΔCT-­‐Wert	   für	   die	   Tumorprobe	   subtrahiert,	   wodurch	   sich	   ein	   ΔΔCT-­‐Wert	   für	   den	  
entsprechenden	  Fall	  errechnete.	  Durch	  Einsetzen	  dieses	  Wertes	  in	  den	  Term	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  2	  	  –ΔΔCT	  	  
ließ	   sich	   schließlich	   die	   relative	   Zielgen-­‐Expression	   des	   Tumors	   in	   Bezug	   auf	   tumorfreies	  
Referenzgewebe	  des	  gleichen	  Patienten	  berechnen.	  Da	   in	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  alle	  PCR-­‐Ansätze	  
Schri&' 'Zyklen' Temperatur' Dauer'
1" 1x" 95°C" 10"min"
2" 40x"
95°C" 15"s"
60°C" 60"s"
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wie	  beschrieben	  als	  Dreifachbestimmung	  durchgeführt	  wurden,	  wurde	  zur	  Berechnung	  der	  relativen	  
Genexpression	   aus	   diesen	   Mittelwert	   sowie	   Standartabweichung	   gebildet	   und	   mit	   diesen	  
Parametern	  weiter	  gerechnet,	  sodass	  das	  Ergebnis	  letztlich	  eine	  mittlere	  relative	  Genexpression	  mit	  
„Range“	  darstellte.	  
	  
	  
	  
2.4	  Proteinbiochemische	  Methoden	  
	  
2.4.1	  Proteinisolierung	  und	  -­‐quantifizierung	  
	  
2.4.1.1	  Proteinisolierung	  aus	  kultivierten	  Zellen	  
	  
Nach	   dem	  Ernten	   der	   in	   25	   cm2	   Flaschen	   kultivierten	   Zellen	   durch	   Zugabe	   von	   1	  ml	   Trypsin-­‐EDTA-­‐
Lösung,	   10	  minütiger	   Inkubation	   bei	   37°C	   sowie	   anschließender	   Zugabe	   von	   4	  ml	  Medium	  wurden	  
diese	   in	   ein	   15	  ml	   Falcon-­‐Röhrchen	   überführt	   und	   5	   min	   bei	   600	   rpm	   in	   einer	   Heraeus	   Bactifuge	  
zentrifugiert.	   Nach	   Entfernen	   des	   Trypsin-­‐EDTA-­‐Lösung	   und	   Medium	   enthaltenden	   Überstandes	  
wurde	   das	   entstandene	   Zellpellet	   in	   5	  ml	   PBS	   suspendiert,	  wieder	   5	  min	   bei	   600	   rpm	   zentrifugiert	  
und	  der	  Überstand	  vorsichtig	  abgesaugt.	  War	  eine	  weitere	  Untersuchung	  der	  Zellen	  mittels	  2D-­‐DIGE	  
(siehe	   Kapitel	   2.4.4)	   vorgesehen,	   so	   wurden	   die	   geernteten	   und	   in	   PBS	   gewaschenen	   Zellen	   zum	  
Aufschluss	  in	  100	  µl	  DIGE-­‐Labelling-­‐Puffer	  pro	  106	  Zellen	  aufgenommen,	  eine	  Spatelspitze	  Glas-­‐Beads	  
hinzugegeben	  und	  für	  1	  h	  auf	  dem	  Vortex	  geschüttelt.	  Durch	  anschließende,	  kurze	  Zentrifugation	  des	  
Zelllysats	  wurden	  die	  darin	  enthaltende	  DNA	  sowie	  die	  Glas-­‐Beads	  aus	  der	  Lösung	  entfernt	  und	  der	  
proteinhaltige	  Überstand	  weiter	  verwendet.	  Aus	  diesem	  wurden	  200	  µl	  pro	  Probe	  entnommen	  und	  
das	  enthaltene	  Protein	  mit	  dem	  „GE	  2D	  Cleanup	  kit“	  nach	  Herstellerangaben	  präzipitiert,	   gereinigt	  
und	  wieder	   in	   100	  µl	   DIGE-­‐Labelling-­‐Puffer	   suspendiert.	  War	   hingegen	   eine	  weitere	  Untersuchung	  
der	  Zellen	  mittels	  SDS-­‐PAGE	  bzw.	  Western	  Blot	  vorgesehen,	  so	  wurde	  das	  Pellet	  der	  geernteten	  und	  
in	  PBS	  gewaschenen	  Zellen	  in	  10	  µl	  1x	  Lämmli-­‐Lösung	  (Zusammensetzung	  siehe	  Kapitel	  2.4.2)	  pro	  105	  
Zellen	  aufgenommen	  und	  eine	  Spatelspitze	  Glas-­‐Beads	  hinzugegeben.	  Nach	  10	  minütigem	  Erhitzen	  
bei	  56°C	  wurden	  die	  Proben	  zum	  Zellaufschluss	  für	  30	  min	  auf	  dem	  Vortex	  gemischt.	  	  
	  
DIGE-­‐Labelling-­‐Puffer	  pH	  8,75	  
Harnstoff	  (CH4N2O)	   7	  M	  
Thioharnstoff	  (CH4N2S)	   2	  M	  
CHAPS	   65	  mM	  	  
TRIS	   24	  mM	  
HCl	   ad	  pH	  8,75	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2.4.1.2	  Proteinisolierung	  aus	  Frischgewebe	  
	  
Nach	   mechanischem	   Aufschluss	   der	   in	   flüssigem	   Stickstoff	   bzw.	   bei	   -­‐80°C	   gelagerten	  
Frischgewebeproben	   mittels	   Mörser	   und	   Pistill	   wie	   in	   Kapitel	   2.3.3.1	   beschrieben	   erfolgte	   die	  
Proteinisolierung	   mit	   dem	   „GE	   illustra	   triple	   prep	   kit“	   nach	   dem	   vom	   Hersteller	   angegebenen	  
Protokoll.	  Auch	  hier	  wurden	  die	  Proteine	  schließlich	  nach	  Präzipitation	  und	  mehrmaligem	  Waschen	  
mit	  PBS	  je	  nach	  Weiterverwendung	  in	  DIGE-­‐Labelling-­‐Puffer	  bzw.	  1x	  Lämmli-­‐Lösung	  aufgenommen.	  
	  
	  
	  
2.4.1.3	  Proteinquantifizierung	  
	  
Die	  Quantifizierung	  der	   isolierten	  und	   gereinigten	  Proteine	  wurde	  mit	   dem	  „GE	  2D	  quant	   kit“	   und	  
einem	  Pharmacia	  Biotech	  Ultrospec	  3000	  Spektrophotometer	  nach	  Herstellerangaben	  durchgeführt.	  
Die	  erreichten	  Proteinkonzentrationen	  lagen	  dabei	  zwischen	  15	  und	  20	  µg/µl	  (Zellen)	  bzw.	  zwischen	  
18	  und	  30	  µg/µl	  (Frischgewebe).	  
	  
	  
	  
2.4.2	  SDS-­‐PAGE	  
	  
Die	  Sodium-­‐Dodecylsufat	  Polyacrylamid-­‐Gelelektrophorese	  (SDS-­‐PAGE)	  ist	  das	  nach	  wie	  vor	  wohl	  am	  
häufigsten	  angewendete	  analytische	  Verfahren	  in	  der	  Proteinbiochemie,	  bei	  welchem	  durch	  Zugabe	  
von	   SDS	   sowie	   durch	   Erhitzen	   denaturierte	   Proteingemische	   in	   einem	   Polyacrylamid-­‐Gel	   mit	   Hilfe	  
eines	   elektrischen	   Feldes	   nach	   ihrem	   Stokes-­‐Radius	   (=	   hydrodynamischer	   Radius)	   und	   damit	   nach	  
ihrem	  Molekulargewicht	   aufgetrennt	  werden.	   Die	   zahlreichen	   in	   der	   Literatur	   beschriebenen	   SDS-­‐
Gelelektrophoresesysteme	   unterscheiden	   sich	   dabei	   in	   erster	   Linie	   in	   den	   verwendeten	  
Puffern/Pufferkombinationen.	   In	   dieser	   Arbeit	   kam	   das	   gängige,	   1970	   von	   Ulrich	   Lämmli	   [Lämmli	  
1970]	  etablierte	  System	  mit	  Tris-­‐Glycin-­‐Puffern	  zum	  Einsatz.	  
Nach	  Vorbereitung	  des	  zu	  untersuchenden	  Ausgangsmaterials,	  was	  dessen	  mechanischen	  Aufschluss	  
sowie	   das	   Erhitzen	   zur	   Proteindenaturierung	   beinhaltete	   (Kapitel	   2.4.1.1/	   2.4.1.2),	   wurden	   das	  	  
proteinhaltige	   Zellysat	   in	   1x	   Lämmli-­‐Lösung	   (10	  µl	   pro	   105	   Zellen)	   aufgenommen.	   Durch	   das	   darin	  
enthaltene,	   anionische	   Detergens	   SDS	   wurd	   die	   Bildung	   von	   negativ	   geladenen	   SDS-­‐Protein-­‐
Komplexen	   induziert,	   die	   Proteine	   wurden	   denaturiert	   sowie	   Sekundär-­‐,	   Tertiär-­‐	   und	  
Quartärstrukturen	  aufgehoben.	  Da	  die	   SDS-­‐Protein-­‐Komplexe	  nun	  ein	   konstantes	   Ladungs-­‐Massen-­‐
Verhältnis	   aufwiesen	   (1,4g	   SDS	   pro	   g	   Protein	   bei	   1%	   SDS-­‐Lösungen),	   wurden	   sie	   im	   Rahmen	   der	  
anschließend	   durchgeführten	   PAGE	   durch	   den	  Molekularsiebeffekt	   der	   Polyacrylamidmatrix	   einzig	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nach	   ihrem	  Molekulargewicht	   aufgetrennt.	   Dabei	   erfolgte	   nach	   der	   Fokussierung	   der	   SDS-­‐Protein-­‐
Komplexe	  zu	  einer	  schmalen	  Bande	  im	  i.d.R.	  fünfprozentigen	  Sammelgel	  die	  eigentliche	  Auftrennung	  
im	   sich	   daran	   anschließenden,	   höherprozentigen	   Trenngel	   (meist	   12,5%).	   Die	   in	   dieser	   Arbeit	  
verwendeten	  Gele	  waren	  dabei	  wie	   in	  Tabelle	  2.6	  dargestellt	  zusammengesetzt,	  hatten	  eine	  Größe	  
von	   11	   cm	   x	   14	   cm	   x	   1	   mm,	   meist	   14	   Einfülltaschen	   und	   wurden	   am	   Boden	   mit	   2%	   Agarose	  
abgedichtet.	  Die	   Taschen	  wurden	  mit	   20	  bis	   30	  µl	   der	  mit	   1x	   Lämmli-­‐Lösung	   versetzten	   Zelllysate,	  
„leere“	   Taschen	   lediglich	   mit	   20	   µl	   1x	   Lämmli-­‐Lösung	   beladen.	   Als	   Größen-­‐Marker	   wurden	   5	   µl	  
„Fermentas	  Page-­‐RulerTM	  Prestained	  Protein	  Ladder“	  verwendet.	  	  
	  
Tabelle	  2.6:	  Zusammensetzung	  der	  SDS-­‐Gele.	  An	  das	  5%ige	  Sammelgel	  schloss	  sich	   je	  nach	  Fragestellung	  ein	  
12,5%iges	   oder	   15%iges	   Trenngel	   an.	   Die	   Lösungen	   zur	   Herstellung	   der	   Gele	   wurden	   nach	   dem	   hier	  
angegebenen	  Schema	  in	  Anlehnung	  an	  Lämmli	  [Lämmli	  1970]	  angefertigt,	  bei	  4°C	  gelagert	  und	  spätestens	  nach	  
1	  Woche	   für	   die	   SDS-­‐PAGE	   verwendet.	   Tris	   =	   Tris(hydroxymethyl)-­‐aminomethan,	   APS	   =	   Ammoniumperoxo-­‐
disulfat	  (Polymerisationsinitiator),	  TEMED	  =	  Tetramethylethylendiamin	  (Polymerisationskatalysator)	  
	  
	  
	  
	  
Die	   Elektrophorese	   erfolgte	   nach	   Überschichtung	   des	   Gels	   mit	   Elektrophoresepuffer	   bei	   einer	  
Stromstärke	  von	  45	  mA	  über	  ca.	  3	  h	  oder	  bei	  einer	  Stromstärke	  von	  5	  mA	  über	  Nacht.	  Das	  auf	  diese	  
Weise	   angefertigte,	   die	   nach	   ihrem	   Molekulargewicht	   aufgetrennten	   Proteine	   enthaltende	   Gel	  
wurde	  anschließend	  je	  nach	  Fragestellung	  für	  Western-­‐Blot-­‐Untersuchungen	  weiterverwendet	  oder	  
mit	  Coomassie	  Brilliant	  Blue	  angefärbt.	  
	  
	  
	  
	  
1x	  Lämmli-­‐Lösung	  
Tris/HCl	  	  pH	  6,8	   3	  ml	  (60	  mM)	  
87%	  Glycerin	   5,75	  ml	  
10%	  SDS	   10	  ml	  
H2O	   28,75	  ml	  
Bromphenolblau	   1	  Spatelspitze	  
ß-­‐Mercaptoethanol	   5%	  (v/v)	  
Elektrophoresepuffer	  
Tris	   10	  mM	  
Glycin	   76,8	  mM	  
SDS	   0,1%	  (v/v)	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2.4.3	  Western	  Blot	  
	  
Zur	   immunologischen	  Detektion	  der	   in	  der	   SDS-­‐PAGE	  aufgetrennten	  Proteine	  mittels	  Western	  Blot	  
wurde	  das	  Gel	  zunächst	  in	  der	  Reihenfolge	  „Kathode	  -­‐	  Schwamm	  -­‐	  Filterpapier	  -­‐	  Gel	  -­‐	  PVDF	  Membran	  
-­‐	  Filterpapier	  -­‐	  Schwamm	  -­‐	  Anode“	  in	  Kassetten	  eingespannt,	  in	  eine	  Blot-­‐Kammer	  gestellt	  und	  eine	  
Stromstärke	  von	  400	  mA	  für	  mindestens	  3	  h	  angelegt	   („Nass-­‐Blot	  Methode“).	  Zuvor	  waren	  das	  Gel	  
sowie	  die	  Filterpapiere	  und	  Schwämme	  für	  ca.	  10	  min	  in	  Blotpuffer	  äquilibriert	  worden.	  Bei	  diesem	  
Elektrotransfer	  wandern	  die	  nach	  wie	  vor	  negativ	  geladenen	  SDS-­‐Protein-­‐Komplexe	  von	  der	  Kathode	  
(-­‐	   Pol)	   zur	   Anode	   (+	   Pol)	   der	   Blotkammer	   und	  werden	   so	   vom	  Gel	   auf	   eine	   Polyvinylidendifluorid-­‐	  
(PVDF-­‐)	  Membran	  übertragen.	  Diese	  war	  vorher	  durch	  kurzes	  Tränken	  in	  100%	  Methanol	  gequollen	  
(„aktiviert“)	  und	  danach	  ebenfalls	  10	  min	  in	  Blotpuffer	  äquilibriert	  worden.	  	  
	  Nach	  Abschluss	  des	  Proteintransfers	  auf	  die	  PVDF-­‐Membran	  erfolgte	  deren	   Inkubation	  mit	  dem	   in	  
Blockierungslösung	   (5%	  Milchpulver	   in	   PBS;	   zur	   Blockierung	   unspezifischer	   Proteinbindungsstellen)	  
verdünnten	   Primärantikörper	   bei	   4°C	   über	   Nacht.	   Die	   Herkunft	   sowie	   die	   verwendeten	  
Verdünnungsverhältnisse	   aller	   Antikörper	   sind	   in	   Kapitel	   2.1.3.4	   aufgeführt.	   Zur	   Entfernung	  
überschüssigen	  Primärantikörpers	  wurde	  die	  Membran	  nach	  der	   Inkubation	   für	  5	  min	   in	  PBS,	  dann	  
2x5	  min	   in	   PBST	   und	   schließlich	   wieder	   5	  min	   in	   PBS	   gewaschen.	   Je	   nach	   Spezies	   des	  
Primärantikörpers	   wurde	   anschließend	   mit	   einem	   gegen	   Maus-­‐	   oder	   Kaninchen-­‐IgG	   gerichteten	  
Sekundärantikörper,	   der	   mit	   einem	   der	   fluoreszierenden	   Cyaninfarbstoffe	   Cy3	   oder	   Cy5	   markiert	  
war,	   für	   1	  h	   bei	   Raumtemperatur	   inkubiert.	   Dieser	  wurde	   ebenfalls	   entsprechend	   den	   Angaben	   in	  
Kapitel	   2.1.3.4	   in	   Blockierungslösung	   verdünnt.	   Nach	   erneutem	   Waschen	   der	   Membran	   nach	  
beschriebener	   Vorgehensweise	   wurde	   diese	   mindestens	   für	   1	  h	   getrocknet,	   mit	   einem	   Typhoon	  
TrioTM	   Imager	   System	   (GE	   healthcare)	   digitalisiert	   und	   mittels	   der	   ImageQuantTM	   Software	   (GE	  
healthcare)	   quantifiziert.	   Falls	   über	   die	   rein	   qualitative	   Aussage	   des	   Blots	   hinaus	   eine	   relative	  
Quantifizierung	  durchgeführt	  werden	  sollte	  wurde	  stets	  β-­‐Actin	  als	  Ladekontrolle	  mitdetektiert	  und	  
ein	   Zielgen/ β-­‐Actin	   Quotient	   gebildet,	   um	   auf	   dies	   Weise	   Effekte	   durch	   unterschiedliche	  
Ausgangsmengen	  an	  Gesamtprotein	  auszugleichen.	  
	  
Blotpuffer	  
Tris	   12,4	  mM	  
Glycin	   96	  mM	  	  
Antikörperlösungen	  
Milchpulver	   5%	  
1x	  PBS	   20	  ml	  
Antikörper	   siehe	  2.1.3.4	  
PBST-­‐Puffer	  
Na2HPO4	   10	  mM	  
NaH2PO4	   2,3	  mM	  
NaCl	   155	  mM	  
Tween	  20	   0,5%	  
PBS-­‐Puffer	  
Na2HPO4	   10	  mM	  
NaH2PO4	   2,3	  mM	  
NaCl	   155	  mM	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2.4.4	  Zweidimensionale	  differentielle	  Gelelektrophorese	  	  
	  (2D-­‐DIGE)	  
	  
Bei	   der	   zweidimensionalen	   differentiellen	   Gelelektrophorese	   (2D-­‐DIGE)	   handelt	   es	   sich	   um	   ein	  
Verfahren,	  das	  auf	  der	  Grundlage	  der	  zweidimensionalen	  Auftrennung/2D-­‐Elektrophorese	  (2DE)	  von	  
Proteingemischen	  aufbaut	  und	  dessen	  Ziel	  darin	  besteht,	  quantitative	  und	  qualitative	  Unterschiede	  
in	   den	  Proteomen	   zweier	   einander	   gegenübergestellter	   Proben	   zu	  detektieren.	  Dabei	   kann	  es	   sich	  
um	  verschiedene	  Gewebeproben	  (z.B.	  tumorhaltiges	  vs.	   -­‐freies	  Gewebe),	  Zellen	  vor	  und	  nach	  einer	  
bestimmten	  Behandlung	   (pharmakologischer	  Wirkstoff/Knockdown	  oder	   artifizielle	  Überexpression	  
bestimmter	  Gene)	  oder	  auch	  präparative	  Proteinlösungen	  handeln.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	  2.12:	  Prinzip	  der	  2D-­‐DIGE	  Technik.	  Die	  Proteine	  in	  Probe	  A	  werden	  mit	  Cy3,	  die	  Proteine	  in	  Probe	  B	  mit	  
Cy5	   und	   ein	   1:1	   Gemisch	   der	   beiden	   Proben	   A	   und	   B	   als	   interner	   Standard	  mit	   Cy2	  markiert,	   anschließend	  
gemischt	   und	   mittels	   isoelektrischer	   Fokussierung	   (IEF)	   sowie	   SDS-­‐PAGE	   nach	   isoelektrischem	   Punkt	   bzw.	  
Molekulargewicht	  zweidimensional	  aufgetrennt.	  Danach	  wird	  das	  Gel	  digitalisiert,	  wobei	  die	  drei	  verwendeten	  
Fluoreszenzfarbstoffe	   durch	   gezielte	   Anregung	  mit	   Licht	   der	   entsprechenden	  Wellenlänge	   einzeln	   detektiert	  
und	  die	  erhaltenen	  Signalintensitäten	  miteinander	  verglichen	  werden.	  So	  lassen	  sich	  Informationen	  über	  die	  in	  
den	   Proben	   A	   und	   B	   enthaltenen	   Mengen	   verschiedener	   Proteine	   gewinnen	   und	   diese	   einander	  
gegenüberstellen.	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Im	   Gegensatz	   zu	   früheren	   methodischen	   Ansätzen	   der	   zweidimensionalen	   Proteinauftrennung	  
[Kaltschmidt	   et	   al.	   1970;	   Klose	   1975;	   O´Farrell	   1975]	   erlaubt	   es	   die	   2D-­‐DIGE	   Technik	   hierbei,	   die	  
miteinander	  zu	  vergleichenden,	  mit	  unterschiedlichen	  Fluoreszenzfarbstoffen	  markierten	  Proben	  im	  
gleichen	   Gel	   aufzutrennen	   und	   zu	   analysieren	   (Multiplex-­‐Analyse).	   Dabei	   wird	   eine	   isoelektrische	  
Fokussierung	  in	  der	  ersten	  mit	  einer	  SDS-­‐PAGE	  in	  der	  zweiten	  Dimension	  kombiniert	  [Corbett	  et	  al.	  
1994;	  Tonge	  et	  al.	  2001].	  Einen	  Überblick	  über	  das	  Prinzip	  der	  2D-­‐DIGE	  Technik	  gibt	  Abb.	  2.12.	  Um	  
eine	  ausreichende	  statistische	  Validität	  der	  Ergebnisse	  zu	  gewährleisten	  wurden	  in	  dieser	  Arbeit	  bei	  
jedem	   2D-­‐DIGE	   Versuch	   stets	   sechs	   biologische	   Replikate	   in	   sechs	   separaten	   Gelen	   gleichzeitig	  
untersucht.	   Alle	   beobachteten	   Unterschiede	   hinsichtlich	   differentiell	   regulierter	   Proteine/	  
Proteinspots	   wurden	   auf	   ihr	   Vorhandensein	   in	   allen	   sechs	   Gelen	   hin	   getestet	   und	   mit	   Hilfe	   der	  
DeCyderTM	  Software	  (GE)	  auf	  statistische	  Signifikanz	  hin	  untersucht	  (siehe	  Kapitel	  2.4.4.5).	  	  
	  
	  
	  
2.4.4.1	  Protein-­‐Markierung	  
	  
Zu	  Beginn	  eines	  2D-­‐DIGE	  Experiments	  werden	  die	  Proteine	  in	  Probe	  A	  mit	  Cy3,	  die	  Proteine	  in	  Probe	  
B	  mit	   Cy5	  und	  eine	  1:1	  Mischung	  der	  Proben	  A	  und	  B	   als	   interner	   Standard	  mit	   Cy2	  markiert.	  Die	  
Cyaninfarbstoffe	   Cy2,	   3	   und	   5	   binden	   hierbei	   über	   ihre	   N-­‐Hydroxy-­‐Succinimidester-­‐Gruppe	   an	   die	  
primären	   Aminogruppen	   der	   in	   den	   Proteinen	   vorhandenen	   Lysinreste	   und	   bilden	   stabile	  
Säureamide.	   Dabei	   werden	   durchschnittlich	   ca.	   1	   bis	   3%	   der	   Proteine	   und	   nur	   ein	   Lysinrest	   pro	  
Peptidkette	  markiert	  [Rehm	  et	  al.	  2009].	  Das	  Molekulargewicht	  der	  markierten	  Proteine	  ändert	  sich	  
dadurch	  nur	  unwesentlich	  und	  auch	  der	   für	  die	   IEF	  wichtige	   isoelektrische	  Punkt	  der	  Proteine	  wird	  
nicht	   verändert,	   da	   die	   positive	   Ladung	   der	   primären	   Aminogruppe	   des	   Lysins	   durch	   eine	   positive	  
Ladung	   der	   Cy-­‐Farbstoffe	   ersetzt	   wird.	   Bei	   den	   im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   durchgeführten	   2D-­‐DIGE	  
Experimenten	  wurde	  dabei	  wie	  folgt	  vorgegangen:	  Nachdem	  die	  zu	  untersuchenden	  Proben	  (bei	  zwei	  
miteinander	   zu	   vergleichenden	  Gruppen	   und	   sechs	   biologischen	   Replikaten	   also	   12)	  wie	   in	   Kapitel	  
2.4.1.1	  bzw.	   2.4.1.2	  beschrieben	   vorbereitet	  worden	  waren,	   erfolgte	   zunächst	   eine	   Einstellung	  des	  
pH-­‐Wertes	   mit	   NaOH	   bzw.	   HCl	   auf	   8,5	   (zur	   Optimierung	   der	   Bedingungen	   für	   die	  
Markierungsreaktion).	   Anschließend	  wurden	   von	   den	   Proben	   je	   16,7	  µg	   Protein	   für	   die	   Cy3-­‐,	   Cy5-­‐	  
und	  Cy2-­‐Markierung	  entnommen	  und	   jeweils	  0,33	  µl	  der	   in	  Dimethylformamid	   (DMF)	  gelösten	  Cy-­‐
Farbstoffe	  (GE	  CyDyeTM	  DIGE	  Fluors,	  minimal	  dye)	  hinzugegeben.	  Deren	  Konzentration	  war	  zuvor	  auf	  
1	  nmol/µl	  eingestellt	  worden.	  Nach	  30	  minütiger	  Inkubation	  auf	  Eis	  wurde	  die	  Markierungs-­‐Reaktion	  
durch	   Zugabe	   von	   0,5	  µl	   10	  mM	   L-­‐Lysin	   sowie	   eine	   nachfolgende,	   15	  minütige	   Inkubation	   auf	   Eis	  
gestoppt.	   Vor	   der	  weiteren	   Verwendung	   der	   Proben	   für	   die	   Auftrennung	   in	   der	   ersten	  Dimension	  
wurden	  nun	  die	  Cy3-­‐	  und	  die	  Cy5-­‐markierten	  Proteine	  des	  jeweiligen	  biologischen	  Replikats	  gemischt	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und	  16,7	  µg	  des	  Cy2-­‐markierten	  internen	  Standards	  (der	  aus	  gleichen,	  Cy2-­‐markierten	  Bestandteilen	  
aller	   12	   Proben	   zusammengesetzt	   wurde)	   hinzugegeben,	   sodass	   pro	   IPG-­‐Streifen	   i.d.R.	   50	   µg	  
markiertes	  Protein	  aufgetragen	  wurden.	  Bei	  Gelen,	  aus	  denen	  im	  Anschluss	  an	  die	  2D-­‐DIGE-­‐Versuche	  
Proteine	  für	  die	  Analyse	  in	  der	  Massenspektrometrie	  „gepickt“	  werden	  sollten,	  wurden	  zusätzlich	  zu	  
den	   50	   µg	   markierten	   noch	   50	   bis	   150	   µg	   unmarkierte	   Proteine	   der	   entsprechenden	   Proben	  
hinzugegeben.	   Schließlich	   wurde	   das	   gesamte,	   die	   markierten	   wie	   unmarkierten	   Proteine	  
enthaltende	  Probenvolumen	  durch	  die	   Zugabe	   von	  2x	  DIGE	  Proben	  Puffer	   verdoppelt.	  Um	  bei	   der	  
späteren	  Auswertung	  der	  Gele	  keine	  Verfälschung	  der	  Ergebnisse	  durch	  einen	  artifiziellen	  Farbstoff-­‐
Effekt	   zu	   erhalten	   (beispielsweise	  weil	   die	  Markierungsreaktion	   bei	   Cy3	   effektiver	  war	   als	   bei	   Cy5	  
oder	   umgekehrt)	   wurde	   bei	   der	   Markierung	   der	   sechs	   biologischen	   Replikate	   stets	   ein	   sog.	   „Dye	  
Swap“	  durchgeführt.	  Dies	  bedeutet,	  dass	  z.B.	  beim	  Vergleich	  von	  Tumor-­‐	  mit	  tumorfreiem	  Gewebe	  
die	  Proteine	  des	  Tumors	  bei	  Gel	  1	  mit	  Cy3,	  bei	  Gel	  2	  mit	  Cy5,	  bei	  Gel	  3	  wieder	  mit	  Cy3	  usw.	  markiert	  
wurden.	  Umgekehrt	  wurden	  die	  Proteine	  des	  tumorfreien	  Gewebes	  folglich	  bei	  Gel	  1	  mit	  Cy5,	  bei	  Gel	  
2	  mit	  Cy3,	  bei	  Gel	  3	  wieder	  mit	  Cy5	  usw.	  markiert,	  sodass	  am	  Ende	  die	  Proteine	  der	  miteinander	  zu	  
vergleichenden	  Proben	  beide	  dreimal	  mit	  Cy5	  und	  dreimal	  mit	  Cy3	  markiert	  wurden	  und	  sich	  so	  ein	  
Effekt	  durch	  unterschiedlich	  effiziente	  Markierungsreaktionen	  oder	  unterschiedlich	  starke	  Farbstoff-­‐
Fluoreszenz	  ausgleichen	  sollte.	  	  
	  
2x	  DIGE	  Proben	  Puffer	  
Harnstoff	  (CH4N2O)	   7	  M	  
Thioharnstoff	  (CH4N2S)	   2	  M	  
CHAPS	   65	  mM	  
DTT	   130	  mM	  
Pharmalyte	  (Ampholyte)	   20	  g/l	  
	  
	  
	  
2.4.4.2	  Die	  erste	  Dimension:	  Isoelektrische	  Fokussierung	  (IEF)	  
	  
Die	   Auftrennung	   der	   vorbereiteten	   Gemische	   aus	   markierten	   und	   unmarkierten	   Proteinen	   in	   der	  
ersten	   Dimension	   erfolgte	   durch	   eine	   isoelektrische	   Fokussierung	   in	   deren	   Rahmen	   die	   Proteine	  
entsprechend	   ihres	   isoelektrischen	  Punktes	   separiert	  werden.	  Hierfür	  wurden	  die	  Proben	   in	  einem	  
schmalen,	   einen	   immobilisierten	   pH-­‐Gradienten	   enthaltenden	   Gelstreifen	   (IPG-­‐Streifen)	  
elektrophoretisch	   aufgetrennt	   wobei	   die	   Proteine	   entsprechend	   der	   sich	   aus	   ihren	   geladenen	  
Aminosäuren-­‐Seitenketten	  ergebenden	  Nettoladung	  nach	  Anlage	  des	  Stromes	  entweder	  zur	  Anode	  
oder	   zur	   Kathode	  wandern.	  Dabei	  werden	  die	  Aminosäuren-­‐Seitenketten	  der	  Proteine	   je	  nach	  pH-­‐
Milieu	  protoniert	  bzw.	  deprotoniert	  bis	  schließlich	  an	  einer	  für	  jedes	  Protein	  charakteristischen	  Stelle	  
im	  IPG-­‐Gel	  seine	  Nettoladung	  null	  wird	  und	  es	  damit	  nicht	  mehr	   im	  elektrischen	  Feld	  wandert	  –	  es	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wurde	  an	  seinem	  isoelektrischen	  Punkt	  fokussiert.	  In	  dieser	  Arbeit	  wurden	  24	  cm	  lange	  IPG-­‐Streifen	  
mit	  einem	  immobilisierten,	  nicht	   linearen	  pH-­‐Gradienten	  von	  3	  bis	  11	  („GE	  ImmobilineTM	  DryStrip“)	  
verwendet,	  die	  vor	  ihrer	  Verwendung	  für	  die	  IEF	  über	  Nacht	  in	  „GE	  DeStreak	  Rehydration	  Solution“	  
rehydriert	   worden	   waren.	   Nach	   deren	   Einlegen	   in	   die	   IEF-­‐Kammer	   („GE	   IPGphor	   3“)	   wurden	   die	  
kathodennah	   angebrachten	   Probenkammern	   („Cups“)	   mit	   den	   Proben	   befüllt	   und	   die	   Streifen	  
komplett	   mit	   Öl	   überschichtet,	   um	   ein	   Austrocknen	   während	   der	   Elektrophorese	   zu	   verhindern.	  
Anschließend	  wurde	  die	   IEF	  durch	  Anlegen	  eines	  elektrischen	  Feldes	  nach	  dem	  folgendem	  Schema	  
durchgeführt:	  
	  
Tabelle	   2.7:	   Programmierung	   des	   Stromgebers	   für	   die	   isoelektrische	   Fokussierung.	   An	   ein	   erstes	   Intervall	  
konstanter	  Spannung	  zum	  Sammeln	  der	  Proben	  im	  IPG-­‐Gel	  bzw.	  deren	  Aufnahme	  aus	  den	  Cups	  schlossen	  sich	  
mehrere	  Gradienten	  zur	  scharfen	  Trennung	  der	  Proteine	  sowie	  ein	  weiteres	  Intervall	  konstanter	  Spannung	  bis	  
zum	  Beenden	  der	  IEF	  an.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
2.4.4.3	  Die	  zweite	  Dimension:	  SDS-­‐PAGE	  	  	  	  	  
	  
Nach	   Beendigung	   der	   IEF	   wurden	   die	   IPG-­‐Streifen	   mit	   den	   darin	   aufgetrennten	   Proteinen	   als	  
Vorbereitung	   für	   die	   nachfolgende	   SDS-­‐PAGE	   für	   je	   15	   min	   zunächst	   in	   Dithiothreitol-­‐	   (DTT-­‐)	   und	  
anschließend	   in	   Iodacetamid-­‐Lösung	   (IAA-­‐Lösung)	   äquilibriert.	   Dadurch	   wurde	   der	   reduzierte,	  
denaturierte	   und	   unalkylierte	   Zustand	   der	   Proteine	   stabilisiert	   (DTT),	   die	   Bildung	   von	   negativ	  
geladenen	   SDS-­‐Protein-­‐Komplexen	   initiiert	   (SDS)	   sowie	   einer	   Reoxidierung	   der	   Thiolgruppen	  
während	   der	   Elektrophorese	   vorgebeugt	   (IAA).	   Das	   zugegebene	   Bromphenolblau	   erlaubte	   darüber	  
hinaus	   eine	   Verfolgung	   des	   Fortschritts	   der	   nachfolgend	   durchgeführten	   Elektrophorese.	   Die	   auf	  
diese	  Weise	  vorbereiteten	  IPG-­‐Streifen	  wurden	  waagerecht	  auf	  255	  x	  195	  x	  1	  mm	  messende	  12,5%	  
Polyacrylamid-­‐Gele	   („gelcompany	   2D	   Gel	   DALT	   NF	   12,5%“)	   aufgelegt.	   Diese	   waren	   zuvor	   in	  
Gelkassetten	   („GE	   DALT	   Precast	   Gel	   Holding	   Cassettes“)	   eingespannt	   und	   mit	   2%	   Agarose	  
abgedichtet	   worden.	   Anschließend	   wurde,	   nach	   Befüllen	   der	   Elektrophoresekammer	   („GE	   Ettan	  
DALTsix	   Large	   Vertical	   Elektrophorese-­‐System“)	   mit	   4,5	   l	   Anoden-­‐	   und	   0,8	   l	   Kathoden-­‐Puffer	   und	  
Einstellen	  der	  sechs	  Gelkassetten,	  die	  SDS-­‐PAGE	  durch	  Anlegen	  eines	  elektrischen	  Feldes	  nach	  dem	  
in	   Tabelle	   2.8	   angegebenen	   Schema	   durchgeführt.	   Nach	   Abschluss	   der	   SDS-­‐PAGE	   wurden	   die	   2D-­‐
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DIGE-­‐Gele	  bis	  zur	  weiteren	  Verwendung	  zum	  Einscannen	  (Kapitel	  2.4.4.4)	  oder	  Spot-­‐Picken	  (Kapitel	  
2.4.5)	  unter	  Lichtschutz	  bei	  4°C	  gelagert.	  
	  
Tabelle	  2.8:	  Programmierung	  des	  Stromgebers	  für	  die	  SDS-­‐PAGE.	  Während	  die	  ersten	  drei	  Schritte	  konstant	  
nach	   dem	   hier	   angegebenen	   Schema	   durchgeführt	   wurden,	   konnte	   die	   Dauer	   des	   vierten	   Schrittes	   je	   nach	  
Fortschritt	  der	  Elektrophorese	  (Bromphenolblau-­‐Front)	  zeitlich	  variieren.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	   	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
2.4.4.4	  Digitalisierung/Einscannen	  der	  Gele	  
	  
Zur	   Digitalisierung	   der	   Gele	   wurden	   diese	   luftblasenfrei	   zwischen	   zwei	   27	   x	   21	   cm	   messende	  
Glasplatten	  („gelcompany	  low-­‐fluorescence	  Glass-­‐Plates“)	  eingelegt,	  in	  einem	  Typhoon	  TrioTM	  Imager	  
(GE	   healthcare)	  mit	   den	   für	   die	   drei	   Cyaninfarbstoffe	   Cy2,	   Cy3	   und	   Cy5	   jeweils	   charakteristischen	  
Wellenlängen	  separat	  angeregt	  und	  die	  emittierten	  Fluoreszenzsignale	  mit	  einer	  Auflösung	  von	  100	  
µm	  detektiert.	  Hierbei	  wurde	  die	  Anregungsintensität	  stets	  so	  gewählt,	  dass	  die	  Stärke	  der	  einzelnen	  
Signale	  in	  der	  ImageQuant	  TL	  Software	  Werte	  in	  einem	  Bereich	  zwischen	  100	  und	  maximal	  100.000	  
annahm.	  
	  
IAA-­‐Lösung	  (für	  1	  IPG-­‐Streifen)	  
Harnstoff	   1,8	  g	  
IAA	  (Iodoacetamid)	   125	  mg	  
Äquilibrierungs-­‐Puffer	  (gelcompany)	   5	  ml	  
DTT-­‐Lösung	  (für	  1	  IPG-­‐Streifen)	  
Harnstoff	   1,8	  g	  
DTT	  (Dithiothreitol)	   50	  mg	  
Äquilibrierungs-­‐Puffer	  (gelcompany)	   5	  ml	  
Anoden-­‐Puffer	  
Tris	   25	  mM	  
Glycin	   192	  mM	  
SDS	   0,1%	  (w/v)	  
Kathoden-­‐Puffer	  
Tris	   50	  mM	  
Glycin	   384	  mM	  
SDS	   0,2%	  (w/v)	  
Äquilibrierungs-­‐Puffer	  
Harnstoff	   6	  M	  
Tris-­‐HCl	  pH	  8,8	   75	  mM	  
Glycerin	  (87%	  w/w)	   29,3%	  (v/v)	  
SDS	   2%	  (w/v)	  
1%	  Bromphenolblau	   0,002%	  (w/v)	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2.4.4.5	  Auswertung	  mit	  der	  DeCyderTM-­‐Software	  	  
	  
Nach	   dem	   Laden	   der	   für	   jeden	   Fluoreszenzkanal	   (Cy	   2,	   3	   und	   5)	   sowie	   für	   jedes	   Gel	   getrennt	  
eingescannten	  Bilder	  von	  der	  ImageQuantTL-­‐	  in	  die	  DeCyderTM-­‐Software	  (Version	  6.0;	  GE	  healthcare),	  
bei	   sechs	  biologischen	  Replikaten	  und	  drei	  Kanälen	  also	  18	  Scans,	  wurde	  mit	  diesen	   zunächst	  eine	  
„Differential	   in	   Gel	   Analysis“	   (DIA)	   durchgeführt.	   Hierbei	   bildet	   die	   DeCyderTM-­‐Software	   aus	   den	  
jeweils	   zusammengehörigen	   Cy2-­‐,	   Cy3-­‐	   und	   Cy5-­‐Scans	   für	   jedes	   der	   sechs	   Gele	   ein	  
kumulatives/übereinander	   gelagertes	   Bild	   der	   gemessenen	   Fluoreszenzsignale.	   Auf	   diesen	  
kumulativen	   Bildern	   werden	   nun	   alle	   erkennbaren	   Protein-­‐Spots	   (bei	   den	   hier	   durchgeführten	  
Versuchen	   ca.	   1500	   bis	   3000)	   detektiert,	   die	   Cy3-­‐,	   Cy2-­‐	   und	   Cy5-­‐Signale	   separat	   quantifiziert	   und	  
schließlich	  deren	  Intensität	  für	  jeden	  Spot	  miteinander	  verglichen.	  	  
	  
	  
Abb.	   2.13:	   Differential	   in	   Gel	   Analysis	   (DIA).	   (A)	   Spotmaps	   eines	   Gels	   für	   den	   Cy3-­‐	   (rechts)	   und	   Cy5-­‐Kanal	  
(links).	   Grün	  markierte	   Spots	   zeigten	   dabei	   einen	   unveränderten,	   rot	  markierte	   einen	   erniedrigten	   und	   blau	  
markierte	  einen	  erhöhten	  Proteingehalt	  in	  Probe	  2	  gegenüber	  Probe	  1	  an.	  (B)	  Darstellung	  der	  Protein-­‐Spots	  im	  
Histogramm.	   X-­‐Achse	   =	   Log	   Volume	   Ratio,	   y-­‐Achse	   1	   (links)	   =	   Number	   of	   Spots,	   y-­‐Achse	   2	   (rechts)	   =	   Max	  
Volume.	   (C)	   Dreidimensionale	   Rekonstruktion	   des	   ausgewählten	   Spots	   aus	   den	   gemessenen	  
Fluoreszenzsignalen	   und	   Gegenüberstellung	   von	   Cy3-­‐	   (rechts)	   und	   Cy5-­‐Signal	   (links)	   des	   in	   der	   Spotmap	  
markierten	   Protein-­‐Spots.	   (D)	   Liste	   der	   detektierten	   Spots	   inklusive	   verschiedener	   Spotcharakteristika	   wie	  
Größe	  (Area),	  Gesamt-­‐Signalstärke	  (Volume),	  maximale	  Signalstärke	  (peak	  height)	  oder	  Steigung	  (slope).	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Als	  Ergebnis	  erhielt	  man	  so	  nach	  der	  DIA	  eine	  Darstellung	  aller	  auf	  dem	  jeweiligen	  Gel	  und	  für	  den	  
jeweiligen	  Fluoreszenzkanal	  detektierten	  Spot	  als	  „Spotmap“	  (Abb.	  2.13	  A).	  In	  einem	  nächsten	  Schritt	  
wurden	  alle	  Signale	  bzw.	  Spots	  aussortiert,	  die	  zu	  schwach,	  zu	  ungleichmäßig,	  zu	  großflächig	  oder	  auf	  
Staubpartikel	   auf	   dem	   Gel	   zurückzuführen	   waren	   (erkennbar	   an	   einer	   sehr	   kleinen	   Fläche	   bei	  
gleichzeitig	  extrem	  hoher	  Steigung).	  Hierzu	  wurden	  in	  den	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  durchgeführten	  
Experimenten	  folgende	  Werte	  für	  Spotcharakteristika	  als	  Filter	  festgelegt:	  Area	  >	  150,	  Peak	  height	  >	  
100	   und	   <	   100.000	   sowie	   Volume	   >	   25.000.	  Wie	   bereits	   in	   Kapitel	   4.4	   erwähnt	   wurden	   in	   dieser	  
Arbeit	  stets	  sechs	  biologische	  Replikate	  (also	  sechs	  Gele)	  parallel	  untersucht,	  um	  eine	  ausreichende	  
statistische	  Sicherheit	  hinsichtlich	  der	  beobachteten	  Effekte	  zu	  gewährleisten.	  Die	  Gegenüberstellung	  
und	   der	   Vergleich	   dieser	   sechs	   parallel	   bearbeiteten	   Gele	   erfolgte	   in	   einer	   an	   die	   DIA	  
angeschlossenen	  „biologischen	  Varianzanalyse“	  (BVA).	  In	  deren	  Rahmen	  wurde	  von	  der	  Software	  das	  
Gel	   mit	   der	   höchsten	   Anzahl	   detektierter	   Proteinspots	   automatisch	   als	   „Master“	   definiert,	   von	  
welchem	  ausgehend	  im	  Anschluss	  das	  sog.	  „Matching“	  durchgeführt	  wurde,	  d.h.	  es	  wurde	  versucht	  
die	   auf	   den	   fünf	   übrigen	   Gelen	   detektierten	   Proteinspots	   denjenigen	   auf	   der	   Mastergel-­‐Spotmap	  
zuzuordnen	  (Abb.	  2.14).	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   2.14:	   „Matching“	   der	   Gele	   im	   Rahmen	   der	   biologischen	   Varianzanalyse	   (BVA).	   	   Rot	   umrandet	   sind	  
diejenigen	  Spots	  dargestellt,	  die	  nicht	  erfolgreich	  gematcht	  werden	  konnten,	  grün	  alle	  gematchten	  Spots.	  Von	  
den	   letzteren	   weisen	   grüne	   Linien	   zur	   Position	   des	   entsprechenden	   Spots	   im	   Mastergel.	   Ein	   weitgehend	  
paralleler	  Verlauf	  dieser	  Linien	  (wie	  in	  diesem	  Bild)	  weist	  hierbei	  auf	  ein	  gutes	  Matching	  hin,	  während	  „kreuz	  
und	  quer“	  verlaufenden	  Linien	  ein	  weniger	  erfolgreiches	  Matching	  mit	  gegebenenfalls	  notwendiger	  manueller	  
Korrektur	  nahelegen.	  
	  
	  	  	  	  _____________________________________	  Material	  und	  Methoden	  _____________________________________	  
	   	  
	   72	  
Falls	  das	  automatisierte	  Matching	  aufgrund	  z.B.	  einer	  zwischen	  den	  sechs	  Gelen	  ungleichmäßigen	  IEF	  
zu	   unzureichenden	   Ergebnissen	   führte,	   wurde	   selbiges	   anhand	   des	   Vergleichs	   von	   Spotpositionen	  
und	   charakteristika	   „manuell“	   durch	   den	   Untersucher	   durchgeführt.	   Nach	   abgeschlossenem	  
Matching	  wurden	  die	  beobachteten	  Effekte,	   also	  die	  differentiell	   regulierten	  Proteinspots,	   von	  der	  
Software	   Spot	   für	   Spot	   auf	   allen	   Gelen,	   auf	   denen	   dieser	   identifiziert	   und	   erfolgreich	   gematcht	  
werden	  konnte,	  miteinander	  verglichen	  und	  daraus	  eine	  Statistik	  (Student´s	  t-­‐Test)	  berechnet.	  In	  den	  
in	   dieser	   Arbeit	   beschriebenen	   Experimenten	   wurden	   Proteinspots	   als	   signifikant	   differenziell	  
reguliert	  gewertet,	  wenn	  sie	  folgenden	  Kriterien	  entsprachen:	  p-­‐Wert	  des	  Student´s	  t	  Testes	  <	  0,05	  ;	  
Volume	  Ratio	  (relative	  Regulation)	  >	  +1,5	  oder	  <	  -­‐1,5	  ;	  Spot	  wurde	  auf	  mindestens	  12	  (von	  18)	  Scans	  
identifiziert	   und	   erfolgreich	   gematcht.	   Die	   diese	   Bedingungen	   erfüllenden	   Proteinspots	   wurden	  
schließlich	   in	  die	  sog.	  „Pickliste“	  übernommen,	  d.h.	  deren	  Identität	  sollte	  per	  Massenspektrometrie	  
nach	  Ausstanzen	  des	  Spots	  aus	  dem	  Pick-­‐Gel	  festgestellt	  werden.	  
	  
	  
	  
2.4.5	  Picken	  von	  Proteinspots	  auf	  DIGE-­‐Gelen	  
	  
Nach	   Importieren	   der	   erstellten	   Pickliste	   von	   der	   DeCyderTM-­‐	   in	   die	   SpotPicker-­‐Software	   (Version	  
1,20;	  Amersham	  Biosciences)	  an	  dem	  mit	  einem	  GE	  Ettan	  Spot	  Picker	  verbundenen	  PC	  wurden	  mit	  
diesem	   (nach	   mehrmaligem	   Spülen	   der	   Stanzapparatur	   mit	   deionisiertem	   und	   hochgereinigtem	  
Wasser)	   die	   entsprechenden	   Proteinspots	   vollautomatisch	   auf	   dem	   Gel	   ausgestanzt,	   in	   96well	  
Platten	  abgelegt	  und	  bis	  zur	  Analyse	  in	  der	  Massenspektrometrie	  bei	  -­‐20°C	  gelagert.	  
	  
	  
	  
2.4.6	  Massenspektrometrie	  
	  
Alle	   nach	   dem	   Ausstanzen	   der	   Spots	   notwendigen	   Arbeiten	   bis	   hin	   zur	   Datenbanksuche/	  
Identifizierung	  der	  Proteine	  wurden	  in	  der	  Arbeitsgruppe	  von	  Prof.	  Dr.	  Albert	  Sickmann	  am	  Leibniz-­‐
Institut	   für	   analytische	   Wissenschaften	   (ISAS)	   in	   Dortmund	   durchgeführt.	   Die	   Analyse	   der	  
eingesandten	  Proben	   erfolgte	   dabei	  mit	   einem	   LTQ	  Orbitrap	  Hybrid-­‐Massenspektrometer	   (Thermo	  
Fisher),	   für	  die	  Zuordnung	  der	  erhaltenen	  Massenspektren	  wurden	  die	  Datenbanken	  Swissprot	  und	  
Uniprot	  verwendet.	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2.5	  Zellkultur	  
	  
2.5.1	  Kultivierung	  von	  Zellen	  
	  
Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  kamen	  HEK293-­‐	  sowie	  HeLa-­‐Zellen	  zum	  Einsatz,	  die	  unter	  den	   in	  Tab.	  2.9	  
beschriebenen	   Bedingungen	   in	   einem	   Brutschrank	   kultiviert	   wurden.	   Die	   adhärent	   wachsenden	  
Zellen	  wurden	  bei	   Erreichen	  einer	   Zelldichte	   von	  80	  bis	   90	  %	   in	   einem	  Verhältnis	   von	  1:3	  bis	   1:10	  
gesplittet.	   Hierzu	   wurden	   das	   Medium	   abgesaugt,	   die	   Zellen	   mit	   PBS-­‐Puffer	   gewaschen	   sowie	  
anschließend	   mit	   Trypsin-­‐EDTA-­‐Lösung	   überschichtet	   und	   für	   10	   min	   bei	   37°C	   inkubiert.	   Danach	  
wurden	  durch	  Zugabe	  von	  Medium	  das	  Trypsin	   inaktiviert	  sowie	  die	  Zellen	  mechanisch	  vom	  Boden	  
der	  Kulturgefäße	  abgelöst.	  Es	  folgten	  die	  Überführung	  der	  Zellen	  in	  15	  ml	  Falcon-­‐Röhrchen	  bzw.	  1,5	  
ml	  Eppendorf-­‐Gefäße,	  eine	  Zentrifugation	  der	  geernteten	  Zellen	  (5	  min,	  600	  rpm,	  Heraeus	  Bactifuge	  
bzw.	   2	   min,	   3000	   rpm,	   Eppendorf	   Tischzentrifuge),	   deren	   Resuspendierung	   sowie	   schließlich	   die	  
Aufnahme	  in	  frischem	  Medium	  im	  gewünschten	  Verdünnungsverhältnis.	  	  
	  
Tab.	  2.9:	  Kultivierungsbedingungen	  der	  verwendeten	  Zelllinien.	  DMEM	  =	  Dulbecco´s	  modified	  Eagle	  medium,	  
FCS	  =	  fetales	  Kälberserum,	  NEAA	  =	  nichtessentielle	  Aminosäuren,	  G418	  =	  Geneticin	  
	  
	  
	  
	  
	  
2.5.2	  Ernten	  von	  Zellen	  
	  
Nach	   Ablösen	   der	   Zellen	   vom	  Boden	   der	   Kulturgefäße	   durch	   Zugabe	   von	   Trypsin-­‐EDTA-­‐Lösung,	   10	  
minütiger	   Inkubation	   bei	   37°C	   sowie	   anschließender	   Zugabe	   von	   Medium	   zur	   Inaktivierung	   des	  
Trypsins	  wurden	  diese	  in	  ein	  15	  ml	  Falcon-­‐Röhrchen	  oder	  ein	  1,5	  ml	  Eppendorf-­‐Gefäß	  überführt	  und	  
Zellzahl	   sowie	   -­‐vitalität	   mit	   Hilfe	   einer	   Invitrogen	   CountessTM	   bestimmt.	   Anschließend	   wurden	   die	  
Zellen	  entweder	  5	  min	  bei	  600	  rpm	   in	  einer	  Heraeus	  Bactifuge	   (bei	  15	  ml	  Falcon-­‐Röhrchen)	  oder	  2	  
min	   bei	   3000	   rpm	   (bei	   1,5	   ml	   Eppendorfgefäßen)	   zentrifugiert.	   Nach	   Entfernen	   des	   Trypsin	   und	  
Medium	   enthaltenden	   Überstandes	   wurden	   die	   entstandenen	   Zellpellets	   in	   5	   bzw.	   1	   ml	   PBS	  
resuspendiert,	  wieder	  zentrifugiert	  und	  der	  Überstand	  vorsichtig	  abgesaugt.	  Das	  nun	  erhaltene	  Pellet	  
der	  geernteten	  Zellen	  wurde	  bis	  zur	  weiteren	  Verwendung	  bei	  -­‐80°C	  gelagert.	  	  
ZELLLINIE& BESCHREIBUNG& MEDIUM&
TEMPERA3
TUR&
CO23
ATMOSPHÄRE&
HEK293'(stabil'mit'
Plasmid'transﬁziert)'
embryonale'
Nierenzellen,'human'
DMEM,'10%'FCS,'1%'NEAAGLösung,'1%'
Penicillin/'Streptomycin,'1%'G418' 37°C' 5%'
HEK293'(ohne'
Plasmid)'
embryonale'
Nierenzellen,'human'
DMEM,'10%'FCS,'1%'NEAAGLösung,'1%'
Penicillin/'Streptomycin' 37°C' 5%'
HeLa'
Zervixkarzinom,'
human'
DMEM,'10%'FCS,'1%'NEAAGLösung,'1%'
PenicillinGStreptomycin,'2'mM'LGGlutamin' 37°C' 5%'
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2.5.3	  RNA-­‐Interferenz	  basiertes,	  posttranskriptionales	  Gen-­‐	  
	  Silencing	  
	  
Bei	  dem	  sog.	  RNA-­‐Interferenz	  basierten,	  postranskriptionalen	  Gen-­‐Silencing	  handelt	  es	  sich	  um	  eine	  
Methode	   zur	   gezielten	   Herabregulierung	   („Knock	   down“)	   der	   für	   ein	   bestimmtes	   Protein	  
codierenden	  mRNA	  wobei	  nach	  mehreren	  Transfektionen	  mit	  der	  entsprechenden	  „short	  interfering	  
RNA“	   (siRNA)	   meist	   eine	   Restproteinmenge	   von	   <20%	   im	   Vergleich	   zu	   untransfizierten	   bzw.	   mit	  
Kontroll-­‐siRNA	   transfizierten	   Zellen	   erreicht	   werden	   kann.	   Das	   molekulare	   Funktionsprinzip	   der	  
siRNA-­‐Technik	  ist	  in	  Abb.	  2.15	  dargestellt.	  	  	  
	  
	  
	  
Abb.	   2.15:	   Molekulares	   Funktionsprinzip	   der	   siRNA-­‐Technik	   [nach	   Bernards	   2006].	   Nachdem	   durch	   die	  
Ribonukleaseaktivität	   des	   Enzyms	   „Dicer“	   die	   eigentliche,	   aktive	   siRNA	   –	   eine	   aus	   19	   bis	   23	   Basenpaaren	  
bestehende,	   doppelsträngige	   RNA	   mit	   jeweils	   zwei	   endständig	   überstehenden	   Nukleotiden	   –	   aus	   einer	  
Vorläufer-­‐RNA	   (dsRNA	   oder	   shRNA)	   freigesetzt	   wurde,	   bildet	   diese	   zusammen	  mit	  mehreren	   Proteinen	   den	  
sog.	  RISC-­‐Komplex.	  Die	  siRNA,	   in	  diesem	  Komplex	  nunmehr	  als	  Einzelstrang	  vorliegend,	  bindet	  nun	  spezifisch	  
an	  die	  zu	  ihrer	  Sequenz	  komplementären	  mRNA	  was	  schließlich	  zu	  deren	  selektiver	  Degradation	  führt.	  dsRNA	  =	  
double-­‐stranded	  RNA,	  shRNA	  =	  short	  hairpin	  RNA,	  RISC	  =	  RNA-­‐induced	  silencing	  complex,	  mRNA	  =	  messenger	  
RNA.	  
	  
	  
Nachdem	  die	  Zellen	  am	  Vortag	  der	  eigentlichen	  siRNA-­‐Transfektion	  in	  einem	  Verhältnis	  von	  1:2	  in	  75	  
cm2	  Zellkulturflaschen	  gesplittet	  und	  darin	  für	  weitere	  24	  Stunden	  kultiviert	  worden	  waren,	  wurden	  
sie	   am	   zweiten	   Versuchstag	   in	   PBS	   gewaschen,	   durch	   Trypsinbehandlung	   gelöst,	   gezählt	   und	   pro	  
Transfektionsansatz	   5,4	   x	   105	   Zellen	   in	   6	   cm	   durchmessende	   Zellkulturschalen	   ausgesät.	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Anschließend	   wurden	   für	   jeden	   Ansatz	   getrennt	   2,4	   µl	   siRNA	   (entsprechend	   einer	   siRNA-­‐
Endkonzentration	  von	  10	  nM)	   in	  75	  µl	  OptiMEM	  verdünnt,	   je	  24	  µl	  HiPerfect	  Transfektionsreagenz	  
hinzugegeben	   und	   das	   Gemisch	   für	   10	   Sekunden	   gevortext.	   Nach	   10	   minütiger	   Inkubation	   bei	  
Raumtemperatur	   wurde	   dieses	   schließlich	   tropfenweise	   auf	   die	   Zellen	   pipettiert	   und	   durch	  
vorsichtiges	   Schwenken	  der	   Kulturschalen	  mit	   dem	  Medium	  vermischt.	  Nach	  weiteren	   24	   Stunden	  
erfolgte	  eine	  Nachtransfektion,	  d.h.	  das	  Medium	  wurde	  gewechselt	  und	  eine	  erneute	  Transfektion	  
nach	  dem	  beschriebenen	  Protokoll	  vorgenommen.	  Nach	  einer	  weiteren	  Kultivierung	  für	  48	  Stunden	  
wurden	   die	   Zellen	   nach	   der	   in	   Kapitel	   2.5.2	   beschriebenen	   Vorgehensweise	   geerntet.	   Vor	   einer	  
Verwendung	  der	  Zellen	  für	  angeschlossene	  Experimente	  wurde	  stets	  die	  Effizienz	  des	  Silencings,	  d.h.	  
der	   Restgehalt	   des	   interessierenden	   Proteins	   per	  Western	   Blot	   untersucht.	   Die	  maximale	  Wirkung	  
des	  Silencings	   (bzw.	  das	  Minimum	  des	  Restproteingehaltes)	  konnte	  –	  entsprechend	  den	  Resultaten	  
zu	   Beginn	   durchgeführter	   Versuche	   zur	   Kinetik	   des	   Silencing-­‐Effekts	   –	   in	   der	   Regel	   72	   h	   nach	   der	  
ersten	  Transfektion	  (also	  nach	  zwei	  Transfektionen	  mit	  siRNA	  nach	  dem	  oben	  erläuterten	  Protokoll)	  
erreicht	  werden.	  
	  
	  
	  
2.5.4	  Plasmidtransfektion	  
	  
Nachdem	   die	   Zellen	   am	   Vortag	   der	   Plasmidtransfektion	   in	   einem	   Verhältnis	   von	   1:2	   in	   75	   cm2	  
Zellkulturflaschen	  gesplittet	  und	  darin	   für	  weitere	  24	  Stunden	  kultiviert	  worden	  waren,	  wurden	  sie	  
am	   zweiten	   Versuchstag	   in	   PBS	   gewaschen,	   durch	   Trypsinbehandlung	   gelöst,	   gezählt	   und	   pro	  
Transfektionsansatz	   2,4	   x	   105	   Zellen	   in	   6-­‐Well	   Zellkulturplatten	   ausgesät.	   Vor	   Durchführung	   der	  
eigentlichen	   Plasmidtransfektion	   wurden	   die	   ausgesäten	   Zellen	   zunächst	   für	   mindestens	   fünf	  
Stunden	  weiterkultiviert,	   um	  deren	   festes	   Anwachsen	   in	   den	   neuen	   Kulturgefäßen	   sicherzustellen.	  
Anschließend	  wurden	  für	  jeden	  Transfektionsansatz	  getrennt	  2	  µg	  des	  Plasmids	  (siehe	  Kapitel	  2.1.4)	  
in	   92	   µl	   Zellkulturmedium	   verdünnt	   und	   10	   µl	   FuGene	   HD	   Transfektionsreagenz	   hinzugegeben.	  
Dieses	   Gemisch	   wurde	   für	   10	   Sekunden	   gevortext,	   15	   min	   bei	   Raumtemperatur	   inkubiert	   und	  
schließlich	  tropfenweise	  auf	  die	  Zellen	  pipettiert	  sowie	  durch	  vorsichtiges	  Schwenken	  der	  Platte	  mit	  
dem	  Medium	  vermischt.	  Nach	  einer	  weiteren	  Kultivierung	  der	  mit	  Plasmiden	  transfizierten	  Zellen	  für	  
mindestens	   24	   Stunden	   wurden	   diese	   für	   angeschlossene	   Untersuchungen	   (i.d.R.	   Western	   Blot)	  
entsprechend	   der	   in	   Kapitel	   2.5.2	   beschriebenen	   Vorgehensweise	   geerntet.	   Die	   Expression	   des	  
plasmidkodierten	  Gens	  bzw.	  der	  Gehalt	  der	  Zellen	  an	  dem	  entsprechenden	  Protein	  wurde	  stets	  per	  
Western	  Blot	  verifiziert	  und	  quantifiziert.	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2.5.5	  Immunfluoreszenzfärbung	  von	  kultivierten	  Zellen	  
	  
Am	  ersten	  Versuchstag	  wurden	  die	  zu	  färbenden	  Zellen	  in	  75	  cm2	  Zellkulturflaschen	  im	  Verhältnis	  1:3	  
bis	   1:5	   gesplittet	   sowie	   runde,	   22	  mm	  durchmessende	  Deckgläser	  über	  Nacht	   in	   einer	  Poly-­‐L-­‐Lysin	  
Lösung	   (0,1	   mg/ml)	   inkubiert.	   Am	   darauf	   folgenden	   Tag	   wurden	   die	   Zellen	   zunächst	   in	   PBS	  
gewaschen,	  geerntet,	  gezählt	  und	  schließlich	   in	  einer	  Anzahl	  von	  2	  x	  105	  Zellen	  pro	  Well	   in	  einer	  6-­‐
Well	  Zellkulturplatte	  ausgesät.	  In	  die	  einzelnen	  Wells	  dieser	  Platte	  waren	  zuvor	  –	  nach	  zweimaligem,	  
5	  minütigem	  Waschen	  in	  PBS	  –	  die	  mit	  Poly-­‐L-­‐Lysin	  behandelten	  Deckgläser	  zur	  besseren	  Anhaftung	  
der	  Zellen	  während	  des	  Färbeprozesses	  eingelegt	  worden.	  Nach	  weiterer	  Kultivierung	  der	  ausgesäten	  
Zellen	  für	  24	  Stunden	  wurden	  diese	  nach	  Absaugen	  des	  Mediums	  und	  3	  minütigem	  Waschen	  in	  PBS	  
durch	   Inkubation	   mit	   Paraformaldehyd	   unter	   Lichtausschluss	   bei	   4°C	   für	   20	   min	   fixiert.	   Nach	  
viermaligem	  Waschen	   in	  Stopplösung	  für	   jeweils	  5	  min	  bei	  4°C	  erfolgte	  die	   Inkubation	  der	  fixierten	  
Zellen	   in	   PSS-­‐Lösung	   für	   eine	   Stunde	   bei	   Raumtemperatur.	   Durch	   diese	   kommt	   es	   zu	   einer	  
Permeabilisierung	  der	  Zellmembranen,	  der	  Blockierung	  unspezifischer	  Proteinbindungsstellen	  sowie	  
durch	  die	  Zugabe	  von	  RNase	  zur	  Auflösung	  u.a.	  von	  Ribosomen	  durch	  die	  Degradation	  ribosomaler	  
RNA	   und	   damit	   zur	   besseren	   immunologischen	   Detektierbarkeit	   von	   ER-­‐Membranproteinen,	  
insbesondere	  solcher	  die	  Bestandteil	  des	  Translokasekomplexes	  sind	  (z.B.	  Sec62)	  [Müller	  et	  al.	  2010].	  
Anschließend	  erfolgte	  nach	  Absaugen	  der	  PSS-­‐Lösung	  die	  einstündige	  Inkubation	  der	  Zellen	  mit	  dem	  
entsprechend	   den	   Angaben	   in	   Tab.	   2.1	   in	   PSS-­‐Lösung	   verdünnten	   Primärantikörper	   unter	   leichter,	  
kontinuierlicher	  Durchmischung	  bei	  Raumtemperatur	  und	  unter	  Lichtausschluss.	  Nach	  zweimaligem,	  
15	  minütigem	  Waschen	   in	   PSS-­‐Lösung	  wurde	   unter	   den	   gleichen	   Bedinungen	   für	   eine	   Stunde	  mit	  
dem	   entsprechend	   Tab.	   2.2	   ebenfalls	   in	   PSS-­‐Lösung	   verdünnten	   Sekundärantikörper	   inkubiert.	  
Schließlich	   wurden	   die	   bewachsenen	   Deckgläser	   nach	   Entfernung	   der	   Sekundärantikörperlösung	  
zweimal	   für	   15	   min	   in	   PSS	   gewaschen	   und	   mit	   einem	   Tropfen	   des	   den	   Kernfarbstoff	   DAPI	  
enthaltenden	   Roti-­‐Mount®	   Eindeckmittels	   auf	   Objektträger	   überführt.	   Nach	   Abwarten	   der	  
Aushärtung	  des	  Eindeckmittels	  (ca.	  24	  Stunden)	  erfolgte	  die	  Begutachtung	  der	  gefärbten	  Zellen	  unter	  
dem	  Fluoreszenzmikroskop.	  Analog	  zu	  der	  Beschreibung	  in	  Kapitel	  2.2.3	  (Markierung	  der	  Antikörper	  
mit	  den	  Fluoreszenzfarbstoffen	  Cy3	  bzw.	  FITC/	  Alexa	  488)	  erhielt	  man	  dabei	  bei	  Anregung	  mit	  Licht	  
der	   entsprechenden	  Wellenlänge	   rot-­‐gelbe	   bzw.	   grüne	   Signale	   für	   die	   immunologisch	   detektierten	  
Antigene	  sowie	  blaue	  Signale	  für	  die	  Zellkerne.	  
	  
PSS-­‐Lösung	  
PBS	   1fach	  Lösung	  
FCS	   10	  %	  
Saponin	   0,1%	  (w/v)	  
Stopplösung	  
PBS	   1fach	  Lösung	  
Glycin	   0,1	  M	  
MgCl2	   4	  mM	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2.5.6	  Phalloidin-­‐FITC	  Färbung	  zur	  Analyse	  der	  Aktinmorphologie	  
	  
Bei	  der	  Phalloidin-­‐FITC	  Färbung	  macht	  man	  sich	  die	  Eigenschaften	  des	  zyklischen	  Alkaloids	  Phalloidin,	  
eines	  in	  grünen	  Knollenblätterpilzen	  vorkommenden	  Zellgiftes,	  zu	  Nutze.	  Durch	  seine	  hohe	  Affinität	  
zu	  filamentösem	  Aktin	  (F-­‐Aktin),	  die	   im	   lebenden	  Organismus	  die	  Aktindepolymerisation	  und	  damit	  
alle	   mit	   einer	   Aktinassoziation/-­‐dissoziation	   einhergehenden	   Bewegungsvorgänge	   hemmt,	   kann	  
durch	   Inkubation	  kultivierter	  Zellen	  mit	  FITC-­‐markiertem	  Phalloidin	  und	  anschließende	  Betrachtung	  
im	   Fluoreszenzmikroskop	   die	   Morphologie	   des	   Aktin-­‐Zytoskeletts	   analysiert	   werden.	   Die	   genaue	  
Vorgehensweise	   bei	   der	   Phalloidin-­‐FITC	   Färbung	   stellte	   sich	   analog	   dem	   in	   Kapitel	   2.5.5	  
beschriebenen	  Protokoll	   zur	   Immunfluoreszenzfärbung	  dar,	   dabei	  wurden	  die	   Zellen	   statt	  mit	  dem	  
Primärantikörper	   mit	   1:25	   in	   PSS-­‐Lösung	   verdünntem	   Phalloidin-­‐FITC	   unter	   ansonsten	   gleichen	  
Bedingungen	  inkubiert.	  Alles	  restlichen	  Schritte	  	  des	  Färbeprotokolls	  blieben	  unverändert.	  
	  
	  
	  
2.6	  Statistische	  Methoden	  
	  
Die	  in	  dieser	  Arbeit	  angegeben	  statistischen	  „Standardwerte“	  –	  wie	  Mittelwert,	  Standartabweichung,	  
Median	   –	   wurden	   mit	   Microsoft	   Excel	   2011	   berechnet,	   die	   unter	   Kapitel	   2.6.1	   bis	   2.6.5	  
beschriebenen	   statistischen	   Tests	   wurden	  mit	   IBM	   SPSS	   Statistics	   Version	   19	   durchgeführt.	   Dabei	  
wurden	  p-­‐Werte	  <	  0,05	  als	  statistisch	  signifikant	  bewertet.	  Welcher	  Test	  jeweils	  verwendet	  wurde	  ist	  
im	   Ergebnisteil	   der	   Arbeit	   an	   den	   entsprechenden	   Textstellen	   bzw.	   in	   der	   Unterschrift	   der	  
entsprechenden	  Abbildungen	  angegeben.	  Die	  Box-­‐Whisker-­‐Plots	  wurden	  mit	  dem	  Programm	  Boxplot	  
1.0.0	  (8)	  (J.	  Flothow)	  erstellt.	  
	  
	  
	  
2.6.1	  Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	  
	  
Der	  Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	  (Synonym:	  Wilcoxon-­‐Rangsummen-­‐Test)	  ist	  ein	  non-­‐parametrischer	  Test,	  
der	  es	  erlaubt	  den	  Unterschied	  bzw.	  die	  Gleichheit	   zweier	  unverbundener	  Stichproben	  hinsichtlich	  
einer	   stetigen	   Zielgröße	   auf	   statistische	   Signifikanz	   hin	   zu	   überprüfen.	   Bei	   diesem	   Test	  werden	   zu	  
diesem	  Zweck	  zunächst	  alle	  für	  die	  Elemente	  der	  beiden	  Stichproben	  erhaltenen	  Werte	  der	  stetigen	  
Zielgröße	   in	   einer	   Rangliste	   an-­‐	   und	   somit	   jedem	   Wert	   ein	   bestimmter	   Rang	   zugeordnet.	  
Anschließend	  werden	  die	  einzelnen	  Ränge	  der	  Elemente	  aus	  Stichprobe	  1	  sowie	  die	  einzelnen	  Ränge	  
der	  Elemente	  aus	  Stichprobe	  2	  addiert	  und	  somit	   für	  beide	  eine	  Rangsumme	  gebildet.	  Anhand	  des	  
Vergleichs	   dieser	   Rangsummen	   kann	   nun	   in	   Abhängigkeit	   von	   Stichprobengröße	   sowie	   weiteren	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Parametern	  bewertet	  bzw.	  berechnet	  werden,	  ob	  die	  Zielgröße	  über	  die	  beiden	  Stichproben	  gleich	  
(oder	  signifikant	  unterschiedlich)	  verteilt	  ist.	  
	  
	  
	  
2.6.2	  Exakter	  Test	  nach	  Fisher	  
	  
Der	   exakte	   Test	   nach	   Fisher	   (Synonyme:	   Fisher-­‐Yates-­‐Test,	   exakter	   Chi-­‐Quadrat-­‐Test)	   ist	   ein	   non-­‐
parametrischer	  Signifikanztest	  auf	  Unabhängigkeit	  in	  einer	  Kontingenztafel.	  Dabei	  kann	  die	  Anzahl	  an	  
Beobachtungen	   (im	   Gegensatz	   zum	   Chi-­‐Quadrat-­‐Test,	   s.u.)	   sehr	   gering	   sein	   ohne	   die	  
Testzuverlässigkeit	  negativ	  zu	  beeinflussen.	  Die	  Kontingenztafel	  kann	  zwei	  oder	  mehr	  unverbundene	  
Stichproben	   enthalten.	   Prinzipiell	   funktioniert	   der	   Test	   so,	   dass	   zunächst	   alle	   potenziell	  möglichen	  
Zellwerte,	   die	   bei	   festgelegten	   Randsummen	   (Zeilen-­‐	   und	   Spaltensummen)	   entstehen	   können,	  
berechnet	   und	   deren	   bedingte	   Wahrscheinlichkeiten	   bestimmt	   werden.	   Anschließend	   wird	   die	  
Wahrscheinlichkeit,	  dass	  der	  vorgegebene	  Fall	  oder	  von	  der	  Verteilung	  her	  noch	  „extremere“	  Fälle	  
eintreten,	   berechnet,	   mit	   dem	   geforderten	   Signifikanzniveau	   verglichen	   und	   je	   nach	   Ergebnis	   die	  
Nullhypothese	  beibehalten	  oder	  abgelehnt.	  
	  
	  
	  
2.6.3	  Produkt-­‐Moment-­‐Korrelation	  nach	  Bravais	  und	  Pearson	  
	  
Bei	   der	   Produkt-­‐Moment-­‐Korrelation	   nach	   Bravais	   und	   Pearson	   (Synonym:	   Korrelationskoeffizient)	  
handelt	  es	  sich	  um	  das	  dimensionslose	  Maß	  für	  den	  linearen	  Zusammenhang/	  Korrelation	  zwischen	  
zwei	  Merkmalen	  anhand	  einer	   getesteten	  Stichprobe,	  wobei	  die	  Merkmale	  das	   Skalenniveau	  einer	  
Intervall-­‐	  oder	  einer	  Verhältnisskala	  haben	  müssen.	  Er	   kann	  dabei	  Werte	  von	   -­‐1	  bis	  +1	  annehmen.	  
Die	  Korrelationskoeffizienten	  wurden	   je	  nach	  dem	  Programm	   in	  dem	  die	   zugehörige	  Grafik	  erstellt	  
wurde	  entweder	  mit	  Microsoft	  Excel	  2011	  oder	  Microsoft	  Powerpoint	  2011	  berechnet.	  
	  
	  
	  
2.6.4	  Student´s	  t-­‐Test	  
	  
Der	  Student´s	  t-­‐Test	  (Synonym:	  t-­‐Test	  für	  unverbundene	  Stichproben)	  ist	  ein	  parametrischer	  Test	  für	  
zwei	   unverbundene	   Stichproben	   und	   normalverteilte,	   stetige	   Zielgrößen.	   Er	   überprüft	   anhand	   der	  
Mittelwerte	   der	   getesteten	   Stichproben,	   ob	   die	   Erwartungswerte	   der	   beiden	   Grundgesamtheiten	  
einander	   ähnlich	   bzw.	   ob	   die	   ggf.	   vorhandenen	   Unterschiede	   statistisch	   signifikant	   sind.	  
Voraussetzungen	   für	   die	   Anwendung	   dieses	   Tests	   sind,	   dass	   die	   untersuchten	   Stichproben	  
	  	  	  	  _____________________________________	  Material	  und	  Methoden	  _____________________________________	  
	   	  
	   79	  
unabhängig,	   normalverteilt	   und	   intervallskaliert	   sind	   sowie	   aus	   der	   gleichen	   Grundgesamtheit	  
stammen.	   Im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  kam	  der	  Student´s	   t-­‐Test	  v.a.	  bei	  der	  Auswertung	  der	  2D-­‐DIGE	  
Experimente	  mit	  Hilfe	  der	  DeCyder-­‐Software	  (GE	  healthcare)	  zum	  Einsatz	  (Kapitel	  2.4.4.5).	  
	  
	  
	  
2.6.5	  Chi-­‐Quadrat	  Unabhängigkeits-­‐Test	  	  
	  
Bei	   dem	   Chi-­‐Quadrat	   Unabhängigkeitstest	   handelt	   es	   sich	   um	   einen	   Signifikanztest	   auf	  
Unabhängigkeit	   in	   einer	   Kreuztabelle/	   Kontingenztafel,	   d.h.	  mit	   Hilfe	   dieses	   Tests	   kann	   untersucht	  
werden,	   ob	   zwei	   oder	  mehr	   statistische	  Merkmale	   beliebiger	   Skalierung,	   die	   in	   einer	   Kreuztabelle	  
einander	   gegenüber	   gestellt	   sind,	   stochastisch	   voneinander	   unabhängig	   sind.	   In	   der	   vorliegenden	  
Arbeit	   wurde	   bei	   Kreuztabellen	   i.d.R.	   der	   Chi-­‐Quadrat	   Unabhängigkeits-­‐Test,	   falls	  mehrere	   (>20%)	  
Erwartungswerte	   innerhalb	  der	  Kreuztabelle	  kleiner	  als	  5	  waren	  der	  exakte	  Test	  nach	  Fisher	   (siehe	  
Kapitel	  2.6.2)	  verwendet.	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3.	  Ergebnisse	  
	  
3.1	  Methodische	  Voruntersuchungen	  
	  
3.1.1	  Identifizierung	  eines	  geeigneten	  internen	  Kontrollgens	  für	  	  
	   qRT-­‐PCR	  Experimente	  mit	  Lungengewebe	  
	  
Neben	  der	  Expression	  des	  eigentlich	   interessierenden	  Zielgens	  wird	  bei	  einem	  qRT-­‐PCR	  Experiment	  
stets	  auch	  die	  Expression	  eines	   sog.	   „Housekeeping“-­‐	  oder	   internen	  Kontrollgens	  mitbestimmt	  und	  
bei	  Berechnung	  der	  relativen	  Zielgenexpression	  berücksichtigt	  (siehe	  Kapitel	  2.3.5.3).	  Dadurch	  sollen	  
im	  Sinne	  einer	  Ladekontrolle	  Fehler	  durch	  ungenaues	  Pipettieren	  oder	  durch	  anderweitig	  bedingte,	  
zwischen	  den	  miteinander	  zu	  vergleichenden	  Proben	  differierende	  „gesamt-­‐cDNA“	  Ausgangmengen	  
ausgeglichen	   werden.	   Dieses	   Vorgehen	   setzt	   jedoch	   voraus,	   dass	   das	   interne	   Kontrollgen	   in	   den	  
untersuchten	   Proben(gruppen)	   ein	   möglichst	   stabiles	   und	   nicht	   signifikant	   unterschiedliches	  
Expressionsniveau	  aufweist.	   Ist	   dies	  nicht	  der	   Fall	   so	   kann	  das	   Ergebnis	  der	   Expressionsanalyse	   für	  
das	  Zielgen	  nicht	  nur	  im	  Hinblick	  auf	  die	  genannten	  Aspekte	  nicht	  normalisiert	  sondern	  alleine	  durch	  
die	   Wahl	   eines	   schlechten	   Kontrollgens	   sogar	   stark	   verfälscht	   werden.	   In	   Anbetracht	   einer	  
weitgehend	  uneinheitlichen	  Wahl	   des	   internen	  Kontrollgens	   in	   publizierten	  qRT-­‐PCR	   Studien	  unter	  
Verwendung	  von	  Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	  [Takanami	  2004;	  Dingemans	  et	  al.	  2010;	  Larzabal	  
et	   al.	   2011]	   sowie	   teilweise	   widersprüchlicher	   Ergebnisse	   bei	   systematischer	   Bearbeitung	   dieser	  
Fragestellung	   [Liu	   et	   al.	   2005;	   Saviozzi	   et	   al.	   2006]	  wurden	   fünf	   in	   der	   Literatur	   empfohlene	  Gene	  
([Saviozzi	  et	  al.	  2006]:	  ACTB,	  POLR2A;	  [Liu	  et	  al.	  2005]:	  GAPDH;	  [Zhang	  et	  al.	  2010]:	  GUSB;	  [Yin	  et	  al.	  
2010]:	   TBP)	   vor	   Beginn	   der	   eigentlichen	   qRT-­‐PCR	  Untersuchungen	   auf	   ihre	   Expressionsstabilität	   in	  
einer	   Stichprobe	   der	   zur	   Verfügung	   stehenden	   Lungenkarzinom-­‐Frischgewebeproben	   hin	   getestet.	  
Hierzu	  wurde	  aus	  48	  Gewebeproben	  (24	  Tumorgewebe,	  24	  tumorfreies	  Lungengewebe)	   jeweils	  die	  
gesamt-­‐RNA	  isoliert,	  die	  enthaltene	  mRNA	  revers	  zu	  cDNA	  transkribiert	  und	  schließlich	  in	  mehreren	  
qRT-­‐PCR	  Experimenten	  unter	  Verwendung	  von	  TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  die	  Expression	  der	  
genannten	  Kandidatengene	  analysiert.	  	  
Im	   Rahmen	   dieser	   Experimente	   zeigte	   sich	   zunächst	   –	   bei	   gemeinsamer	   Betrachtung	   aller	   48	  
untersuchter	  Proben,	  also	  vorerst	  ohne	  Differenzierung	  zwischen	  Tumor-­‐	  und	  tumorfreiem	  Gewebe	  
–	   wie	   erwartet	   eine	   recht	   gute	   Korrelation	   der	   beobachteten	   Expressionsstabilität	   mit	   der	  
Ampliconlänge	   des	   entsprechenden	   Gene	   Expression	   Assays	   (Abb.	   3.1),	   d.h.	   je	   geringer	   die	  
Ampliconlänge,	   desto	   kleiner	  war	   auch	   die	   Standardabweichung	   der	   CT-­‐Werte	   für	   das	   betrachtete	  
Gen.	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Abb.	  3.1:	  Korrelation	  von	  Expressionsstabilität	  und	  Ampliconlänge	  der	  getesteten	  Gene	  Expression	  Assays.	  In	  
48	  Frischgewebeproben	  (24	  Tumor,	  24	  tumorfreies	  Lungengewebe)	  wurde	  unter	  Verwendung	  von	  spezfischen	  
TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  die	  Expression	  der	  Gene	  RNA-­‐Polymerase	  2	   (POLR2A),	  Glycerinaldehyd-­‐3-­‐
phosphat-­‐dehydrogenase	   (GAPDH),	   TATA-­‐Box	   binding	   protein	   (TBP),	   ß-­‐Glucuronidase	   (GUSB)	   sowie	   β-­‐Actin	  
(ACTB)	   mittels	   qRT-­‐PCR	   untersucht.	   In	   (A)	   sind	   für	   jedes	   der	   fünf	   analysierten	   Gene	   Mittelwert	   sowie	  
Standardabweichung	   der	   für	   die	   48	   unterwuchten	   Proben	   erhaltenen	   CT-­‐Werte	   angegeben.	   In	   (B)	   sind	   die	  
Ampliconlängen	   der	   verwendeten	   Gene	   Expression	   Assays	   den	   entsprechenden	   CT-­‐Wert-­‐
Standardabweichungen	   gegenüber	   gestellt.	   In	   den	   hier	   durchgeführten	   Experimenten	   zeigte	   sich	   dabei	  
erwartungsgemäß	   eine	   umso	   größere	   Stabilität	   der	   CT-­‐Werte,	   je	   kleiner	   das	   vom	   entsprechenden	   Gene	  
Expression	  Assay	  detektierte	  Amplicon	  war.	  MW	  =	  Mittelwert,	  STD	  =	  Standard-­‐abweichung,	  bp	  =	  Basenpaare	  
	  
	  
Dabei	   ist	   jedoch	   anzumerken,	   dass	   mit	   einer	   kürzeren	   Ampliconlänge	   neben	   einer	   höheren	  
gemessenen	   Expressionsstabilität	   in	   der	   Regel	   auch	   eine	   geringere	   Spezifität	   für	   das	   untersuchte	  
Gentranskript	   einhergeht,	   sodass	   Amplicons	   im	   mittleren	   Längenbereich	   (ca.	   70	   bis	   90	   bp)	   beide	  
Parameter	   am	   besten	   vereinen	   dürften.	   Die	   eigentliche	   Fragestellung	   bestand	   wie	   erläutert	  
allerdings	   darin	   zu	   untersuchen	   welches	   der	   fünf	   Gene	   nicht	   nur	   relativ	   stabil,	   sondern	   auch	   auf	  
einem	  ausreichend	  hohen	  Niveau	  (CT-­‐Werte	  möglichst	  nicht	  >34)	  und	  vor	  allem	  in	  Lungenkarzinom-­‐
Gewebeproben	  einerseits	  und	  tumorfreien	  Lungengewebeproben	  andererseits	  nicht	  unterschiedlich	  
stark	  exprimiert	  wird.	  Bei	  eingehender	  Betrachtung	  der	  Resultate	  für	  die	  einzelnen	  Kandidatengene	  
(Abb.	  3.2)	  ergaben	  sich	  für	  die	  RNA-­‐Polymerase	  2	  (POLR2A)	  zwar	  die	  mit	  Abstand	  stabilsten	  CT-­‐Werte	  
(n#=#48)# POLR2A' GAPDH' TBP' GUSB' ACTB'
MW# 33,464# 27,564# 31,438# 29,692# 27,113#
STD# 1,379# 2,430# 2,218# 1,852# 1,827#
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jedoch	  lagen	  diese	  mit	  Mittelwerten	  von	  33,3	  (Tumorproben)	  bzw.	  33,6	  (tumorfreie	  Gewebeproben)	  	  
sowie	  mehreren	  Einzelwerten	  über	  34	  insgesamt	  zu	  hoch,	  d.h.	  zu	  nahe	  an	  dem	  Bereich	  in	  welchem	  
die	  Amplifikationskurve	  der	  quantitativen	  PCR	  bereits	  die	  streng	  exponentielle	  Phase	  verlässt	  und	  in	  
die	  Plateauphase	  übergeht	  (siehe	  Abb.	  2.11	  A).	  Da	  ein	  mathematisch	  korrekter	  Rückschluss	  von	  den	  
erhaltenen	   CT-­‐Werten	   auf	   die	   in	   der	   untersuchten	   Probe	   enthaltene	  mRNA-­‐	   (bzw.	   entsprechende	  
cDNA-­‐)	  Menge	  nur	  in	  der	  exponentiellen	  Phase	  der	  PCR	  möglich	  ist,	  schied	  POLR2A	  damit	  trotz	  seiner	  
stabilen	  Expression	  als	  internes	  Kontrollgen	  für	  die	  untersuchten	  Probenarten	  aus.	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Abb.	   3.2:	   Vergleich	   der	   Expression	   der	   fünf	   Kandidatengene	   in	   24	   Tumorgewebeproben	   und	   24	   Proben	  
tumorfreien	   Lungengewebes.	   (A)	   Statistische	   Kennzahlen	   der	   fünf	   Kandidatengene	   für	   die	   jeweils	   24	   Fälle	  
einschließenden	   Subgruppen	   der	   Tumor-­‐	   sowie	   tumorfreien	   Gewebeproben.	   Unter	   „MW-­‐Differenz“	   ist	   die	  
Differenz	   zwischen	   den	   Mittelwerten	   der	   beiden	   Probenarten	   aufgeführt,	   welche	   entsprechend	   den	  
Erläuterungen	  im	  Haupttext	  möglichst	  niedrig	  ausfallen	  sollte.	  (B)	  Box-­‐Whisker	  Plots	  für	  die	  beiden	  unter	  den	  
vorliegenden	  experimentellen	  Bedingungen	  am	  ehesten	  als	  interne	  Kontrolle	  geeigneten	  Gene	  GUSB	  und	  ACTB.	  
Die	  Box	  repräsentiert	  den	  Bereich	  vom	  1.	  Quartil	  (25%-­‐Quantil)	  bis	  zum	  3.	  Quartil	  (75%-­‐Quantil),	  der	  Median	  ist	  
durch	   eine	   Linie,	   der	   Mittelwert	   durch	   einen	   Punkt	   dargestellt.	   Die	   Linien	   außerhalb	   der	   Box	   stellen	   den	  
größten	  bzw.	  kleinsten	  Wert	  innerhalb	  des	  1,5	  fachen	  Interquartilsabstandes	  dar.	  Ausreißer	  außerhalb	  des	  1,5	  
fachen	   Interquartilsabstandes	   sind	   durch	   Kreise	   markiert.	   T	   =	   Tumorgewebeproben,	   N	   =	   tumorfreie	  
Gewebeproben,	  MW	  =	  Mittelwert,	  STD	  =	  Standardabweichung	  
(n=24)'
POLR2A'
Tumor'
POLR2A'
tumorfrei'
GAPDH'
Tumor'
GAPDH'
tumorfrei'
TBP'
Tumor'
TBP'
tumorfrei'
GUSB'
Tumor'
GUSB'
tumorfrei'
ACTB'
Tumor'
ACTB'
tumorfrei'
MW# 33,305# 33,621# 26,920# 28,209# 31,203# 31,672# 29,677# 29,715# 27,291# 26,936#
STD# 1,535# 1,217# 2,601# 2,106# 2,418# 2,022# 2,040# 1,674# 1,913# 1,759#
MW2#
diﬀerenz#
0,316# 1,289# 0,469# 0,038# 0,355#
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Gleiches	  galt	  –	  wenn	  auch	   in	  geringerem	  Ausmaß	  –	   für	  das	  TATA-­‐Box	  binding	  protein	   (TBP).	  Dieses	  
wies	   jedoch	  neben	  einem	  insgesamt	  zu	  geringen	  Expressionsniveau	  (ebenfalls	  einige	  CT-­‐Werte	  >34)	  
wie	  auch	  die	  Glycerinaldehyd-­‐6-­‐phosphat-­‐dehydrogenase	  (GAPDH)	  eine	  grenzwertig	  hohe	  Differenz	  
der	   CT-­‐Werte	   zwischen	   Tumorproben	   und	   tumorfreien	   Gewebeproben	   auf	   (Abb.	   3.2	   A).	   Die	  
verbliebenen	  zwei	  Kandidatengene,	  β-­‐Glucuronidase	   (GUSB)	  und	  β-­‐Actin	   (ACTB),	   lagen	   sowohl	  was	  
Expressionsniveau	   als	   auch	   Expressionsstabilität	   anging	   in	   akzeptablen	   Bereichen	   (Abb.	   3.2	   B).	  Mit	  
Standartabweichungen	   der	   CT-­‐Werte	   zwischen	   1,5	   und	   2	   ließen	   sich	   dabei	   vergleichbar	   gute	  
Expressionsstabilitäten	  bei	   einem	  etwas	  höheren	  Expressionsniveau	  von	  ACTB	   (Mittelwerte	  der	  CT-­‐
Werte	  27,30	  bzw.	  26,94)	  gegenüber	  	  GUSB	  (Mittelwerte	  der	  CT-­‐Werte	  29,68	  bzw.	  29,72)	  beobachten.	  
Da	   beide	   Gene	   in	   Tumorgewebe	   im	   Vergleich	   zu	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   nicht	   signifikant	  
unterschiedlich	   exprimiert	   waren	   (Abb.	   3.2	   B),	   wäre	   sowohl	   ACTB	   als	   auch	   GUSB	   prinzipiell	   als	  
internes	   Kontrollgen	   für	   die	   durchgeführten	   qRT-­‐PCR	   Untersuchungen	   geeignet	   gewesen.	  
Insbesondere	   auf	   Grundlage	   des	   im	   direkten	   Vergleich	   noch	   geringeren	   Expressionsunterschiedes	  
zwischen	   Tumor-­‐	   und	   tumorfreiem	   Gewebe	   (Differenz	   der	   entsprechenden	   CT-­‐Mittelwerte	   <0,1)	  
sowie	   des	   näher	   am	  Bereich	   des	   Zielgens	  SEC62	   liegenden	   Expressionsniveaus	   (der	  Mittelwert	   der	  
SEC62	   CT-­‐Werte	   in	   den	   48	   untersuchten	   Proben	   lag	   bei	   29,25),	   was	   keine	   notwendige	   aber	  
wünschenswerte	   Eigenschaft	   des	   internen	   Kontrollgens	   dargestellt,	   wurde	   schließlich	   GUSB	   als	  
internes	  Kontrollgen	  für	  die	  restlichen	  46	  bzw.	  alle	  70	  untersuchten	  Fälle	  verwendet.	  
	  
	  
	  
3.1.2	   Untersuchung	   der	   PCR-­‐Effizienz	   bei	   Verwendung	   von	   SEC62-­‐	  
	   und	  GUSB-­‐TaqmanTM	  Gene	  Expression	  Assays	  
	  
Wie	  in	  Kapitel	  2.3.5.3	  beschrieben	  wurde	  bei	  den	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  durchgeführten	  qRT-­‐PCR	  
Experimenten	   eine	   relative	   Quantifizierung	   der	   Genexpression	   unter	   Verwendung	   der	   sog.	  ΔΔCT	   -­‐
Methode	   vorgenommen.	   Für	   eine	   korrekte	   Anwendarkeit	   dieser	   Methode	   muss	   jedoch	  
vorausgesetzt	  werden,	  dass	  alle	  PCR-­‐Ansätze	  –	  unabhängig	  von	  Probe	  oder	  untersuchtem	  Gen	  –	  eine	  
gleich	  hohe	  Reaktions-­‐	  bzw.	  Amplifikationseffizienz	  aufweisen.	  Denn	  nur	  wenn	  diese	  für	  alle	  Ansätze	  
möglichst	  vergleichbar	   ist	  und	  über	  90%	   liegt	  kann	  bei	  Berechnung	  der	   relativen	  Zielgenexpression	  
die	  Basis	  2	   in	  der	  Formel	  [2-­‐ΔΔCT]	  verwendet	  werden,	  da	  nur	  dann	  eine	  exakt	  exponentielle	  Funktion	  
vorliegt.	   Auch	  wenn	   für	   die	  Verwendung	  des	   TaqmanTM-­‐Detektionssystems	   vom	  Hersteller	  Applied	  
Biosystems	   eine	   zuverlässig	   hohe	   PCR-­‐Effizienz	   nahe	   100%	   garantiert	   wird,	   wurde	   im	   Vorfeld	   der	  
durchgeführten	   qRT-­‐PCR	   Untersuchungen	   für	   die	   beiden	   bei	   den	   140	   zur	   Verfügung	   stehenden	  
Lungenkarzinom-­‐Frischgewebeproben	   verwendeten	   Gene	   Expression	   Assays	   (SEC62	   als	   Ziel-­‐	   und	  
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   84	  
GUSB	  als	   internes	  Kontrollgen)	  die	  PCR-­‐Effizienz	  nach	  der	  von	  Ginzinger	  vorgeschlagenen	  Methode	  
[Ginzinger	  2002]	  untersucht.	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Abb.	  3.3:	  Untersuchung	  der	  PCR-­‐Effizienz	  bei	  Verwendung	  von	  SEC62-­‐	  und	  GUSB-­‐TaqmanTM	  Gene	  Expression	  
Assays.	   Zur	   Untersuchung	   der	   PCR-­‐Effizienz	   für	   SEC62-­‐	   und	   GUSB-­‐TaqmanTM	   Gene	   Expression	   Assays	   in	  
Kombination	  mit	   TaqmanTM	  Gene	   Expression	  Master	  Mix	  wurden	  Verdünnungsreihen	   von	  25,	   50,	   100	   sowie	  
200	  ng	  cDNA	  aus	  einer	  Lungenkarzinom-­‐Gewebeprobe	  eingesetzt	  und	  für	  diese	  jeweils	  in	  Dreifachansätzen	  die	  
CT-­‐Werte	  bestimmt.	  (A)	  Erhaltene	  CT-­‐Werte.	  Entsprechend	  einer	  exakt	  exponentiellen	  Amplifikation	  sollte	  der	  
CT-­‐Wert	   bei	   Verdoppelung	   der	   cDNA-­‐Ausgangsmenge	   um	  1	   kleiner	  werden.	   (B)	   Auftragung	   des	   dekadischen	  
Logarithmus	   der	   cDNA-­‐Ausgangskonzentration	   gegen	   die	   erhaltenen	   CT-­‐Werte.	   Die	   Steigungen	   der	   auf	   diese	  
Weise	   konstruierten	   Geraden	   lassen	   sich	   zur	   Berechnung	   der	   der	   PCR-­‐Effizienzen	   nach	   der	   von	   Ginzinger	  
vorgeschlagenen	  Methode	  einsetzen	  [Ginzinger	  2002].	  
	  
	  
Hierzu	  wurde	  aus	  einer	  der	  Lungenkarzinom-­‐Frischgewebeproben	  die	  gesamt-­‐RNA	  isoliert,	  die	  darin	  
enthaltene	  mRNA	   zu	   cDNA	   transkribiert	   und	   von	   dieser	   jeweils	   25,	   50,	   100	   sowie	   200	   ng	  mit	   den	  
TaqmanTM	  Gene	   Expression	   Assays	   für	   die	  Gene	   SEC62	   sowie	  GUSB	   in	   Kombination	  mit	   TaqmanTM	  
Gene	   Expression	   Master	   Mix	   unter	   den	   in	   Kapitel	   2.3.5.1	   erläuterten	   Reaktionsbedingungen	  
analysiert.	  Dabei	   zeigte	   sich	   für	   beide	  Assays	   eine	   sehr	   geringe	  Variabilität	   der	   CT-­‐Werte	   innerhalb	  
Ausgangs'(
menge(cDNA(
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(Triplicate)(
CT'Wert(
Diﬀerenz((
zu(halber(Menge(
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der	  Triplicate-­‐Ansätze	  (Standardabweichung	  ≤0,1),	  eine	  fast	  exakte	  Verminderung	  des	  CT-­‐Wertes	  um	  
1	  bei	  einer	  Verdopplung	  der	  eingesetzten	  cDNA-­‐Menge	  (Abb.	  3.3	  A)	  sowie	  eine	  sehr	  gute	  Linearität	  
(R2>0,999)	   der	   sich	   bei	   Auftragung	   des	   dekadischen	   Logarithmus	   der	   cDNA-­‐Ausgangskonzentration	  
(in	  ng/µl)	  gegen	  die	  erhaltenen	  CT-­‐Werte	  ergebenden	  Funktion	  (Abb.	  3.3	  B).	  Bei	  Berechnung	  der	  PCR-­‐
Effizienz	   entsprechend	   der	   Methode	   von	   Ginzinger	   unter	   Verwendung	   der	   erhaltenen	  
Geradengleichungen	  nach	  der	  Formel	  
	  
	   	   	   	  	  	  	  	  	  PCR-­‐Effizienz	  [%]	  =	  (10	  (1/-­‐S)	  	  -­‐1)	  x	  100	  
(wobei	   S	   die	   Steigung	   der	   entsprechend	   Abb.	   3.3	   B	   konstruierten	   Geraden	   bezeichnet)	   ergab	   sich	  
eine	  PCR-­‐Effizienz	  von	  99,8	  %	  für	  den	  GUSB-­‐	  bzw.	  von	  97,5%	  für	  den	  SEC62-­‐Assay.	  Somit	  wurde	   im	  
Vorfeld	   der	   eigentlichen	   qRT-­‐PCR-­‐Untersuchungen	   gezeigt,	   dass	   die	   beiden	   bei	   Lungenkarzinom-­‐
Frischgewebeproben	   verwendeten	   Gene	   Expression	   Assays	   im	   Bereich	   der	   eingesetzten	   cDNA-­‐
Konzentrationen	  eine	  nahezu	  gleiche,	  optimale	  PCR-­‐Effizienz	  aufwiesen	  und	  damit	  eine	  methodisch	  
unverfälschte	  Genexpressionsanalyse	  mit	  der	  ΔΔCT	  -­‐Methode	  erlaubten.	  	  
	  
	  
	  
3.1.3	   Wahl	   eines	   geeigneten	   Detektionssystems	   und	   Optimierung	  
	   des	  Protokolls	  für	  immunhistochemische	  Färbungen	  
	  
Prinzipiell	   standen	   zur	   Detektion	   der	   an	   Epitope	   im	   vorbehandelten	   FFPE-­‐Schnitt	   gebundenen	  
Primärantikörper	   (siehe	   Kapitel	   2.2.2.1)	   das	   SABC/DAB-­‐	   sowie	   das	   LSAB-­‐Detektionssystem	   zur	  
Verfügung.	  Um	  zu	  evaluieren	  welches	  der	  beiden	  Verfahren	  unter	  den	  gegebenen	  experimentellen	  
Bedingungen	   besser	   geeignet	   war,	   wurde	   eine	   Serie	   von	   zehn	   FFPE-­‐Gewebeproben	   pathologisch	  
gesicherter,	   nicht-­‐kleinzelliger	   Lungenkarzinome	   parallel	   mit	   beiden	   Detektionsverfahren	   unter	  
ansonsten	   gleichen	   Bedingungen	   unter	   Verwendung	   eines	   1:100	   verdünnten,	   affinitätsgereinigten	  
Sec62-­‐Antikörpers	   immunhistochemisch	   gefärbt.	   Nach	   vergleichender	   mikroskopischer	  
Begutachtung	  der	  entsprechenden	  Präparate	  wurde	  sich	  schließlich	  aus	   folgenden	  Gründen	   für	  die	  
Verwendung	  des	  LSAB-­‐Detektionssystems	  entschieden:	  	  	  
	  
• Bei	   gleicher	   Primärantikörperverdünnung	   ließ	   sich	  mit	   dem	   LSAB-­‐System	   im	  Vergleich	   zum	  
SABC/DAB-­‐System	  eine	   stärkere	  Anfärbung,	  d.h.	   eine	  höhere	   Sensitivität	   erzielen	   (Abb.	   3.4	  
A+B).	  
• Die	   braune	   Farbe	   des	   oxidierten	   Diaminobenzidins	   beim	   SABC/DAB-­‐System	   hob	   sich	   im	  
Vergleich	   zur	   entsprechenden	   Rotfärbung	   beim	   LSAB-­‐System	   nur	   kaum	   von	   den	  
physiologischerweise	   im	   Präparat	   braun	   erscheinenden	   Alveolarmakrophagen	   (nach	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Phagozytose	   von	  Erythrozyten	   „Siderophagen“	  bzw.	   „Herzfehlerzellen“	   genannt)	   sowie	   von	  
dunkelbraun	   bis	   schwarz	   gefärbten	   anthrakotischen	   Pigmenten	   ab,	   sodass	   hier	   nur	   vage	  
zwischen	  einer	  spezifischen,	  antikörperbedingten	  und	  einer	  physiologischerweise,	  d.h.	  auch	  
ohne	  Antikörper-­‐Einfluss	  im	  Präparat	  vorhandenen	  Anfärbung	  unterschieden	  werden	  konnte	  
(Abb.	  3.4	  C+D).	  
• Unspezifische	   Anfärbungen	   z.B.	   von	  mesenchymalen	   Zellen	   oder	   Kollagenfasern	  waren	   bei	  
Verwendung	  des	  LSAB-­‐Systems	  in	  Vergleich	  zum	  SABC/DAB-­‐System	  weniger	  stark	  ausgeprägt	  
(Abb.	  3.4	  E).	  
	  
In	  einem	  nächsten	  Schritt	  wurden	  mehrere	  Experimente	  zur	  Ermittlung	  der	  optimalen	  Verdünnung	  
des	   Sec62-­‐Primärantikörpers	   sowie	   zur	   Optimierung	   des	   immunhistochemischen	   Färbeprotokolls	  
unter	   Verwendung	   des	   LSAB-­‐Detektionssystems	   mit	   dem	   Ziel	   einer	   maximalen	   Sensitivität	   bei	  
minimalen	   unspezifischen	   Anfärbungen	   durchgeführt.	   Zur	   Bearbeitung	   des	   erstgenannten	   Punktes	  
wurden	   von	   einer	   der	   zehn	   initial	  mit	   den	   beiden	  Detektionssystemen	   untersuchten	   FFPE-­‐Proben,	  
einem	  mäßig	   differenzierten	   Adenokarzinom,	  mehrere	   3	  µm	  dünne	   Schnitte	   angefertigt	   und	   diese	  
mit	   einer	   Verdünnungsreihe	   des	   Sec62-­‐Antikörpers	   (Abb.	   3.5	   A)	   sowie	   einer	   parallelen	  
Verdünnungsreihe	   von	  Normalserum	   (Abb.	   3.5	   B)	   immunhistochemisch	   gefärbt.	   Das	   Normalserum	  
stammte	   dabei	   aus	   demselben	   Kaninchen	   das	   später	   zur	   Antikörper-­‐Produktion	   mit	   Sec62-­‐Peptid	  
immunisiert	   worden	   war	   („Präimmunserum“).	   Nach	   mikroskopischer	   Auswertung	   der	   Präparate	  
wurde	  sich	  für	  eine	  Verdünnung	  des	  Sec62-­‐Antikörpers	  von	  1:200	  entschieden,	  da	  hierbei	  ein	  starkes	  
Sec62-­‐Signal	   (Abb.	   3.5	   A)	   bei	   kompletter	   Abwesenheit	   unspezifischer	   Anfärbungen	   durch	   das	  
Präimmunserum	   (Abb.	   3.5	  B)	   zu	   sehen	  war.	  Dagegen	  konnte	  bei	   einer	  1:100	  Verdünnung	   zwar	  ein	  
noch	   etwas	   stärkeres	   Sec62-­‐Signal	   jedoch	   ebenso	   eine	   dezente,	   als	   unspezifisch	   zu	   wertende	  
Anfärbung	  beim	  Präimmunserum	  beobachtet	  werden.	  
Anschließend	  wurde	  untersucht,	  ob	  durch	  eine	  Variation	  der	  Hitzebehandlung	  der	  Präparate	  (HIER;	  
siehe	   Kapitel	   2.2.2.1)	   im	   Sinne	   einer	   Aufspaltung	   der	   laut	   Standardprotokoll	   vorgesehenen	  
18minütigen	   Erhitzung	   in	   mehrere,	   kürzere	   Intervalle	   (2x9	   min	   bzw.	   3x6	   min)	   mit	  
dazwischenliegender	  Abkühlung	  und	  der	  damit	  einhergehenden,	  wiederholten	  Temperaturanstiege	  
und	  -­‐abfälle	  eine	  bessere	  Epitopdemaskierung	  erreicht	  werden	  konnte.	  Hierzu	  wurden	  parallele	  3	  µm	  
dünne	  Schnitte	  eines	  Gewebeblocks	  (derselbe	  wie	  in	  Abb.	  3.5)	  immunhistochemisch	  mit	  dem	  1:200	  
verdünnten	  Sec62-­‐Antikörper	  gefärbt	  und	  im	  Rahmen	  des	  HIER	  1x18	  min	  oder	  2x9	  min	  oder	  3x6	  min	  
in	  einer	  Mikrowelle	  bei	  1000	  W	  in	  10	  mM	  Zitratpufferlösung	  erhitzt.	  Bei	  den	  beiden	  letztgenannten	  
Varianten	   lag	   jeweils	   eine	   10minütige	   Abkühlung	   bei	   Raumtemperatur	   zwischen	   den	   einzelnen	  
Intervallen.	  In	  allen	  übrigen	  Punkten	  blieb	  das	  Färbeprotokoll	  unverändert.	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Abb.	  3.4:	  Vergleich	  von	  SABC/DAB-­‐	  und	  LSAB-­‐Detektionssystem.	  Zehn	  3	  µm	  dünne	  FFPE-­‐Schnitte	  pathologisch	  
gesicherter,	   nicht-­‐kleinzelliger	   Lungenkarzinome	   wurden	   parallel	   mit	   beiden	   Nachweisverfahren	   unter	  
Verwendung	   eines	   1:100	   verdünnten,	   affinitätsgereinigten	   Sec62-­‐Antikörpers	   immunhistochemisch	   gefärbt	  
und	  anschließend	  vergleichend	  mikroskopisch	  begutachtet.	  Dabei	  zeigte	  sich	  beim	  LSAB-­‐Detektionssystem	  im	  
Vergleich	  zum	  SABC/DAB-­‐System	  (A)	  +	  (B)	  eine	  intensivere	  Anfärbung	  der	  Tumor-­‐(1)	  bzw.	  Plasmazellen	  (2),	  also	  
eine	   höhere	   Sensitivität,	   eine	   bessere	   Unterscheidbarkeit	   zwischen	   echt	   positiven	   Signalen	   und	  
anthrakotischen	  Pigmenten	  (C)	  bzw.	  Sidero-­‐/Anthrakophagen	  (D)	  (jeweils	  durch	  Pfeile	  markiert)	  sowie	  weniger	  
unspezifische	   Anfärbungen	   (z.B.	   von	   Kollagenfasern	   oder	   Fibroblasten)	   (E).	  Die	   Abbildungen	   zeigen	  
repräsentative	   Mikrofotografien	   der	   Präparate	  in	  200facher	  Vergrößerung	   (Maßstabsbalken	   =	   100 µm).	  
SABC/DAB	   =	   Streptavidin-­‐Biotin-­‐Complex	   Diaminobenzidin;	   LSAB	   =	   labelled	   Streptavidin-­‐Biotin;	   HE	   =	  
Hämatoxylin-­‐Eosin	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Abb.	   3.5:	   Verdünnungsreihen	   von	   affinitätsgereinigtem	   Sec62-­‐Antikörper	   und	   entsprechendem	  
Präimmunserum.	   Parallele,	   3	  µm	   dünne	   Schnitte	   desselben	   FFPE-­‐Gewebeblocks	   (Resektat	   eines	   mäßig	  
differenzierten	   Adenokarzinoms)	   wurden	   (A)	   mit	   Verdünnungsreihen	   des	   affinitätsgereinigten	   Sec62-­‐
Antikörpers	   sowie	   (B)	   des	   Präimmunserums	   des	   später	   mit	   Sec62-­‐Peptid	   immunisierten	   Kaninchens	  
immunhistochemisch	   gefärbt.	  Während	   das	   Sec62-­‐Signal	  mit	   zunehmender	   Verdünnung	   graduell	   schwächer	  
wurde	  war	  für	  das	  Präimmunserum	  einzig	  bei	  einer	  1:100	  Verdünnung	  ein	  positives	  Signal	  zu	  erkennen.	  Dieses	  
wurde	  in	  Anbetracht	  der	  zu	  diesem	  Zeitpunkt	  noch	  nicht	  durchgeführten	  Immunisierung	  sowie	  der	  schwachen	  
Intensität	   als	   unspezifische	   Anfärbung	   gewertet.	   Die	   Bilder	   zeigen	   repräsentative	   Mikrofotografien	   der	  
Präparate	  in	  200facher	  Vergrößerung	  (Maßstabsbalken	  =	  100 µm).	  
	  
	  
Bei	   der	   anschließenden	   mikroskopischen	   Begutachtung	   der	   gefärbten	   Präparate	   zeigte	   sich	   eine	  
umso	  bessere	  Epitopdemaskierung	  (d.h.	   intensivere	  Anfärbung)	   je	  öfter	  der	  Schnitt	   im	  Rahmen	  des	  
HIER	  erhitzt	  und	  wieder	  abgekühlt	  worden	  war	  (Abb.	  3.6	  A).	  Aus	  diesem	  Grund	  wurde	  für	  den	  Schritt	  
der	   Hitzebehandlung	   ein	   Intervall	   von	   3x6	  min	   mit	   jeweils	   dazwischenliegender,	   10minütiger	  
Abkühlung	  bei	  Raumtemperatur	  in	  das	  Protokoll	  für	  Sec62-­‐IHC-­‐Färbungen	  übernommen.	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Abb.	  3.6:	  Optimierung	  des	  Protokolls	  für	  Sec62-­‐IHC-­‐Färbungen	  durch	  Variation	  von	  Hitzebehandlung	  (HIER)	  
und	   Inkubationszeit	   der	   Chromogenlösung.	   3	  µm	   dünne	   FFPE-­‐Schnitte	   eines	   mittelgradig	   differenzierten	  
Adenokarzinoms	  wurden	  (A)	  mit	  unterschiedlichen	  Zeitintervallen	  einer	  Mikrowellenbehandlung	  bei	  1000	  W	  in	  
10	  mM	   Zitratpufferlösung	   unterzogen	   bzw.	   (B)	   für	   unterschiedliche	   Zeitintervalle	   mit	   der	   Chromogenlösung	  
inkubiert	   und	   anschließend	   vergleichend	   mikroskopisch	   begutachtet.	   Alle	   nicht	   variierten	   Schritte	   des	  
Färbeprotokolls	   blieben	   jeweils	   unverändert.	   Eine	   optimale	   Sensitivität	   bei	   minimalen	   unspezifischen	  
Anfärbungen	   ließ	   sich	   bei	   3x6	   min	   Hitzebehandlung	   sowie	   15	   min	   Inkubation	   mit	   der	   Chromogenlösung	  
erreichen.	   Die	   Bilder	   zeigen	   repräsentative	   Mikrofotografien	   der	   Präparate	   in	   100facher	   Vergrößerung	  
(Maßstabsbalken	  =	  200 µm).	  
	  
	  
Schließlich	  sollte	   in	  einem	  weiteren	  Experiment	  geklärt	  werden	  bei	  welcher	   Inkubationszeit	  mit	  der	  
Chromogenlösung	   (zu	   deren	   Zusammensetzung	   siehe	   Kapitel	   2.2.2.3)	   sich	   für	   das	   LSAB-­‐
Detektionssystem	   ein	   möglichst	   starkes,	   spezifisches	   Signal	   ohne	   das	   gleichzeitige	   Auftreten	  
störender	   unspezifischer	   Anfärbungen	   erzielen	   lässt.	   Hierzu	   wurden	   bis	   auf	   diesen	   Schritt	   gleich	  
behandelte	   3	   µm	   dünne	   FFPE-­‐Schnitte	   eines	   mittelgradig	   differenzierten	   Adenokarzinoms	   im	  
Rahmen	   einer	   Sec62-­‐IHC-­‐Färbung	   2,5/5/10	   bzw.	   15	   min	   mit	   der	   Chromogenlösung	   inkubiert	   und	  
anschließend	   mikroskopisch	   begutachtet.	   Dabei	   zeigte	   sich	   erwartungsgemäß	   mit	   zunehmender	  
Inkubationsdauer	  eine	  kontinuierliche	  Steigerung	  der	  Färbeintensität	  (Abb.	  3.6	  B).	  Da	  in	  keinem	  der	  
Präparate	   Hinweise	   auf	   stärkere	   unspezifische	   Anfärbungen	   zu	   erkennen	   waren	   wurde	   eine	  
Inkubationszeit	  von	  15	  min	  in	  das	  Protokoll	  für	  Sec62-­‐IHC-­‐Färbungen	  übernommen.	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3.2	  Untersuchung	  des	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehaltes	  von	  
	   Lungenkarzinom	  (NSCLC)	  -­‐	  Gewebeproben	  
	  
Wie	  bereits	  in	  Kapitel	  1.6	  erwähnt	  stellte	  das	  erste	  und	  vorrangige	  Ziel	  dieser	  Arbeit	  die	  Verifizierung	  
der	   vielversprechendsten	   Ergebnisse	   des	   zu	   Beginn	   des	   Projekts	   durchgeführten	   „Multi-­‐Tumor-­‐
Tissue-­‐Microarrays“	  [Greiner	  et	  al.	  2011	  B]	  dar.	  Ein	  „Tissue-­‐Microarray“	  stellt	  zwar	  ein	  zeitsparendes	  
Hochdurchsatzverfahren	   dar,	   liefert	   jedoch	   mit	   seinen	   sehr	   kleinen	   und	   daher	   nicht	   immer	  
repräsentativen	   bzw.	   für	   einen	   „Sampling	   Error“	   äußerst	   anfälligen	   Gewebeproben	   keine	   absolut	  
zuverlässigen	   Ergebnisse	   und	  macht	   darüber	   hinaus	   detaillierte	   Untersuchungen	   einzelner	   Proben	  
bzw.	  histologischer	  Subtypen	  schwierig.	  So	   ist	   i.d.R.	  eine	  Verifizierung	  der	  beobachteten	  Ergebnisse	  
idealerweise	  mit	  mehreren,	  etablierteren	  Verfahren	  und	  einer	  größeren	  Anzahl	  von	  Gewebeproben	  
notwendig.	   Vor	   diesem	  Hintergrund	  wurde	  der	   Sec62	  mRNA-­‐	   und	  Proteingehalt	   in	  Gewebeproben	  
von	   72	   (mRNA)	   bzw.	   118	   (Protein)	   Fällen	   pathologisch	   gesicherter	   nicht-­‐kleinzelliger	  
Lungenkarzinome	   (Kapitel	   3.2)	   sowie	   von	   zehn	   Fällen	   pathologisch	   gesicherter	   differenzierter	  
Schilddrüsenkarzinome	   (Kapitel	   3.3)	  mittels	  qRT-­‐PCR	   (mRNA)	  und	   IHC	   (Protein)	  untersucht,	  um	  auf	  
diese	   Weise	   eine	   fundierte	   Grundlage	   zur	   weiteren	   Evaluierung	   der	   Rolle	   von	   Sec62	   bei	   der	  
Entstehung	  von	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinomen	  zu	  schaffen.	  	  
	  
	  	  
3.2.1	  Untersuchung	  des	  mRNA-­‐Gehaltes	  (qRT-­‐PCR)	  
	  
Zur	   Untersuchung	   des	   Sec62	   mRNA-­‐Gehaltes	   standen	   insgesamt	   144	   kryokonservierte	  
Frischgewebeproben	   von	   72	   Patienten	   (jeweils	   Tumorgewebe	   sowie	   an	   den	   Tumor	   angrenzendes,	  
tumorfreies	   Lungengewebe)	   zur	   Verfügung.	   Zur	   morphologischen	   Kontrolle	   und	   insbesondere	   zur	  
Verifizierung	   eines	   ausreichend	   großen	   Tumorzellgehaltes	   in	   den	   Tumorgewebeproben	   (>80%)	  
wurden	   von	   allen	   Frischgewebeproben	   10	   µm	   dicke	   Kryostatschnitte	   angefertigt,	   HE-­‐gefärbt	   und	  
anschließend	  mikroskopisch	   begutachtet.	   Mikrofotografien	   der	   entsprechenden	   Präparate	   sind	   im	  
Anhang	   (Abb.	   A2)	   dargestellt.	   Im	   Lauf	   der	   Experimente	   konnte	   in	   drei	   Fällen	   aus	   einer	   der	   beiden	  
Proben	  nicht	  genügend	  bzw.	  keine	  RNA	  gewonnen	  werden	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fälle	  19,	  
28	   und	   31),	   sodass	   diese	   Fälle	   nicht	   weiter	   analysiert	   werden	   konnten.	   Bei	   der	   mikroskopischen	  
Untersuchung	   der	   HE-­‐gefärbten	   Kryoschnitte	   zeigte	   sich	   jeweils	   in	   den	   entsprechenden	  
Tumorproben	   eine	   fortgeschrittene	   Autolyse	   (siehe	   Abbildungen	   im	   Anhang).	   Diese	   am	   ehesten	  
durch	   ein	   zu	   langes	   Zeitintervall	   zwischen	   Resektion	   und	   Kryokonservierung	   oder	   zu	   häufiges	  
Wiederauftauen	  bedingte	  Phänomen	  dürfte	  auch	  zu	  einer	  Aktivierung	  endogener	  RNasen	  und	  damit	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zu	  den	  vergeblichen	  RNA-­‐Isolierungsversuchen	  geführt	  haben.	  In	  zwei	  weiteren	  Fällen	  (siehe	  Anhang	  
Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fälle	  46	  und	  47)	  scheiterte	  die	  RNA-­‐Isolierung	  aufgrund	  eines	  methodischen	  Fehlers.	  
Darüber	  hinaus	  wurden	  zwei	  Fälle	  trotz	  erfolgreicher	  qRT-­‐PCR-­‐Analyse	  	  nicht	  in	  die	  Auswertung	  mit	  
aufgenommen,	   da	   es	   sich	   im	   ersten	   Fall	   nach	   Durchführung	   weiterer	   histopathologischer	  
Untersuchungen	   nicht	   um	   ein	   primäres,	   nicht-­‐kleinzelliges	   Lungenkarzinom	   sondern	   um	   die	  
Metastase	  eines	  bekannten	  colorektales	  Karzinoms	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fall	  61)	  handelte	  
und	   im	   zweiten	   Fall	   (siehe	   Anhang	   Tab.	   A1/Abb.	   A2	   Fall	   65)	   der	   Resektion	   eine	   neoadjuvante	  
Chemotherapie	  vorausgegangen	  war	  (was	  in	  allen	  anderen	  Fällen	  nicht	  geschehen	  war	  und	  darüber	  
hinaus	   zu	   ausgeprägten	   regressiven	   Veränderungen	   des	   Tumors	   geführt	   hatte).	   So	   gingen	  
letztendlich	  65	  (33	  Plattenepithel-­‐	  und	  32	  Adenokarzinome)	  der	   initial	  72	  zur	  Verfügung	  stehenden	  
Fälle	  in	  die	  Endauswertung	  mit	  ein.	  
Von	  diesen	  65	  Fällen,	  eine	  Unterteilung	  in	  Plattenepithel-­‐	  und	  Adenokarzinome	  zunächst	  außer	  Acht	  
lassend,	  zeigten	  40	  (62%)	  eine	  erhöhte,	  14	  (22%)	  eine	  unveränderte	  und	  11	  (17%)	  eine	  verminderte	  
SEC62-­‐Expression	   im	   Tumor	   gegenüber	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   des	   gleichen	   Patienten	   (Abb.	  
3.7).	  Dabei	  wurden	  als	  Grenzen	  relative	  Expressionen	  von	  0,5	  bzw.	  1,5	  zugrunde	  gelegt.	  Wertete	  man	  
anschließend	  die	  beiden	  histologischen	  Subtypen	  getrennt	  voneinander	  aus,	  so	  zeigte	  sich	   insofern	  
ein	   deutlicher	   Unterschied,	   als	   in	   fast	   90%	   der	   Plattenepithelkarzinome	   eine	   gesteigerte	   SEC62-­‐
Expression	  zu	  erkennen	  war	  während	  sich	  die	  Adenokarzinome	  annähernd	  gleich	   in	  die	  Kategorien	  
gesteigerte,	  unveränderte	  und	  verminderte	  SEC62-­‐Expression	  einordnen	  ließen	  (Abb.	  3.7).	  	  
	  
	  
	  
Abb.	  3.7:	  SEC62-­‐Expression	  in	  65	  Fällen	  nicht-­‐kleinzelliger	  Lungenkarzinome:	  Übersicht.	  Kreisdiagramme	  mit	  
der	  Unterscheidung	  von	  Tumoren	  mit	  erhöhter	   (relative	  Expression	  >1,5),	  unveränderter	   (relative	  Expression	  
0,5-­‐1,5)	   und	   verminderter	   (relative	   Expression	   <0,5)	   SEC62-­‐Expression	   für	   alle	   Fälle	   (PEC+AC)	   sowie	   für	  
Adenokarzinome	  (AC)	  und	  Plattenepithelkarzinome	  (PEC)	  getrennt	  .	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Abb.	   3.8:	   SEC62-­‐Expression	   in	   65	   Fällen	   nicht-­‐kleinzelliger	   Lungenkarzinome:	   Detaildarstellung	  
Plattenepithelkarzinome	  (A;	  n	  =	  33)	  und	  Adenokarzinome	  (B;	  n	  =	  32).	  Die	  Farbe	  der	  Balken	  gibt	  eine	  Einteilung	  
der	  Fälle	  in	  vier	  Kategorien	  einer	  relativen	  SEC62-­‐Expression	  von	  >5/	  1,5	  bis	  5/	  0,5	  bis	  1,5	  sowie	  <0,5	  wieder.	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Darüber	   hinaus	   zeigte	   die	   genauere	   Analyse	   der	   Einzelfälle,	   dass	   die	   Mehrzahl	   der	   SEC62	  
überexprimierenden	   Plattenepithelkarzinome	   eine	   mehr	   als	   fünffache,	   in	   zehn	   Fällen	   sogar	   eine	  
mehr	   als	   zehnfache	   Überexpression	   aufwies,	   wohingegen	   die	   überwiegende	   Zahl	   der	   SEC62	  
überexprimierenden	  Adenokarzinome	   in	  einem	  Bereich	   zwischen	  1,5facher	  und	  5facher	  Expression	  
lag	  (Abb.	  3.8).	  Bei	  Betrachtung	  der	  Fälle	  mit	  verminderter	  SEC62-­‐Expression	  fiel	  auf,	  dass	  die	  relative	  
Expression	  sowohl	  bei	  beiden	  in	  diese	  Kategorie	  einzuordnenden	  Plattenepithelkarzinomen	  als	  auch	  
bei	   sechs	   der	   neun	   entsprechenden	   Adenokarzinome	   unter	   0,1	   lag	   (Abb.	   3.8).	   Innerhalb	   der	  
Triplicate-­‐Bestimmungen	  zeigten	  die	  CT-­‐Werte	  bei	  den	  durchgeführten	  qRT-­‐PCR-­‐Experimenten	  sehr	  
geringe	   Schwankungen	   (meist	   <0,1)	  was	   in	   Standardabweichungen	   der	   daraus	   berechneten	  Werte	  
für	   die	   relative	   SEC62-­‐Expression	   von	   i.d.R.	   unter	   5%	   resultierte	   (in	   Abb.	   3.8	   sind	   aufgrund	   der	  
logarithmischen	   Skalierung	   der	   y-­‐Achse	   keine	   Fehlerbalken	   integriert;	   die	   Standardabweichungen	  
können	   der	   detaillierten	   Auflistung	   aller	   Fälle	   im	   Anhang	   (Abb.	   A2)	   entnommen	   werden).	   Bei	  
Gegenüberstellung	   der	   relativen	   SEC62-­‐Expressionen	   für	   die	   beiden	   untersuchten	   histologischen	  
Subtypen	   ergab	   sich	   unter	   Verwendung	   des	   Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Tests	   wie	   erwartet	   ein	  
hochsignifikanter	  Unterschied	   im	  Sinne	  einer	  weit	   stärkeren	  SEC62-­‐Expression	   in	  Plattenepithel-­‐	   im	  
Vergleich	   zu	   Adenokarzinomen	   (p<0,001;	   Abb.	   3.9	   A).	   Betrachtete	   man	   die	   SEC62	   CT-­‐Werte	   als	  
primäre	   Zielgrößen	  der	   qRT-­‐PCR-­‐Analyse,	   so	   zeigte	   sich	   –	   auch	  hier	   zunächst	   ohne	  Differenzierung	  
zwischen	   Adeno-­‐	   und	   Plattenepithelkarzinomen	   –	   ein	   signifikant	   (p=0,034;	   Abb.	   3.9	   B)	   höherer	  
Expressionslevel	   von	   SEC62	   in	   Tumorproben	   gegenüber	   Proben	   von	   tumorfreiem	   Lungengewebe.	  
Nach	   getrennter	   Auswertung	   der	   histologischen	   Subtypen	   wurde	   jedoch	   deutlich,	   dass	   dieser	  
Unterschied	  einzig	   auf	  die	  Gruppe	  der	  Plattenepithelkarzinome	   zurückzuführen	  war	   in	  der	   sich	  ein	  
gleichsinniger	   Effekt	   mit	   noch	   stärkerem	   Signifikanzniveau	   zeigte	   (p	   =	   0,002;	   Abb.	   3.9	   C	   links)	  
während	  die	  SEC62-­‐Expression	  zwischen	  Tumor-­‐	  und	  tumorfreien	  Proben	  innerhalb	  der	  Gruppe	  der	  
Adenokarzinome	  nicht	  signifikant	  unterschiedlich	  war	  (p	  =	  0,591;	  Abb.	  3.9	  C	  rechts).	  
In	  Kapitel	  3.1.1	  wurde	  bereits	  die	  Bedeutung	  der	  Wahl	  eines	  geeigneten	  internen	  Kontrollgens	  für	  die	  
Durchführung	  zuverlässiger	  qRT-­‐PCR-­‐Experimente	  und	  die	  Generierung	  unverfälschter	  Ergebnisse	  bei	  
Verwendung	  der	  ΔΔCT-­‐Methode	  erläutert.	  Vor	  diesem	  Hintergrund	  wurde	  nach	  Abschluss	  der	  qRT-­‐
PCR-­‐Experimente	   auch	   die	   Expression	   des	   zu	   diesem	   Zweck	   verwendeten	   Gens	  GUSB	   in	   allen	   65	  
untersuchten	   Fällen	   retrospektiv	   ausgewertet.	   Zusätzlich	   zu	   den	   bereits	   in	   Kapitel	   3.1.1	  
beschriebenen	  Erkenntnissen	   sollte	   dadurch	   sichergestellt	  werden,	   dass	   die	  GUSB-­‐Expression	  nicht	  
nur	  in	  einer	  Stichprobe	  sondern	  auch	  in	  der	  Gesamtheit	  der	  untersuchten	  Fälle	  zwischen	  Tumor-­‐	  und	  
tumorfreien	   Gewebeproben	   nicht	   signifikant	   unterschiedlich	   war.	   In	   der	   entsprechenden	   Analyse	  
zeigte	   sich	   sowohl	   für	   die	   Plattenepithel-­‐	   als	   auch	   für	   die	   Adenokarzinome	   kein	   signifikanter	  
Unterschied	  der	  Expressionslevel	  von	  Tumor-­‐	  und	  tumorfreien	  Proben	  (p=0,783	  bzw.	  p=0,717)	  (Abb.	  
3.10).	  Darüber	  hinaus	  unterschieden	  sich	  die	  jeweiligen	  Mittelwerte	  in	  beiden	  Subgruppen	  sogar	  um	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weniger	   als	   0,2	   CT-­‐Einheiten,	   sodass	   eine	   Verfälschung	   der	   Ergebnisse	   durch	   eine	   differentielle	  
Expression	  des	  internen	  Kontrollgens	  bis	  auf	  Einzelfälle	  ausgeschlossen	  werden	  konnte	  (Abb.	  3.10).	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   3.9:	   SEC62	   ist	   in	   Plattenepithel-­‐	   nicht	   aber	   in	   Adenokarzinomen	   signifikant	   überexprimiert.	   (A)	   Box-­‐
Whisker-­‐Blots	   der	   beobachteten	   relativen	   SEC62-­‐Expressionen	   für	   die	   Gruppen	   der	   Plattenepithelkarzinome	  
(PEC)	   und	  Adenokarzinome	   (AC).	  Die	   Box	   repräsentiert	   den	  Bereich	   vom	  1.	  Quartil	   (25%-­‐Quantil)	   bis	   zum	  3.	  
Quartil	  (75%-­‐Quantil),	  der	  Median	  ist	  durch	  eine	  Linie,	  der	  Mittelwert	  durch	  einen	  Punkt	  dargestellt.	  Die	  Linien	  
außerhalb	   der	   Box	   stellen	   den	   größten	   bzw.	   kleinsten	  Wert	   innerhalb	   des	   1,5	   fachen	   Interquartilsabstandes	  
dar.	  Ausreißer	   außerhalb	  des	  1,5	   fachen	   Interquartilsabstandes	   sind	  durch	  Kreise	  markiert.	   (B)	   Box-­‐Whisker-­‐
Blots	   der	   beobachteten	   SEC62	   CT-­‐Werte	   für	   Tumorproben	   und	   Proben	   tumorfreien	   Lungengewebes	   (ohne	  
Differenzierung	   zwischen	   PEC	   und	   AC).	   (C)	   Box-­‐Whisker-­‐Blots	   der	   beobachteten	   SEC62	   CT-­‐Werte	   für	  
Tumorproben	   und	   Proben	   tumorfreien	   Lungengewebes	   (mit	   Differenzierung	   zwischen	   PEC	   und	   AC).	   Alle	  
angegebenen	   p-­‐Werte	   wurden	   unter	   Auswertung	   der	   entsprechenden	   Einzelfall-­‐Daten	   mit	   dem	   Mann-­‐
Whitney-­‐U-­‐Test	  berechnet.	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Abb.	  3.10:	  Expressionsstabilität	  von	  β -­‐Glucuronidase	   (GUSB)	  als	   internem	  Kontrollgen	   in	  den	  untersuchten	  
65	   Fällen.	   Box-­‐Whisker-­‐Blots	   der	   beobachteten	   GUSB	   CT-­‐Werte	   für	   die	   65	   untersuchten	   Fälle	   mit	  
Differenzierung	  sowohl	  zwischen	  Tumor-­‐	  und	  tumorfreiem	  Gewebe	  als	  auch	  zwischen	  Plattenepithelkarziomen	  
(PEC)	  und	  Adenokarzinomen	  (AC).	  Die	  Box	  repräsentiert	  den	  Bereich	  vom	  1.	  Quartil	   (25%-­‐Quantil)	  bis	  zum	  3.	  
Quartil	  (75%-­‐Quantil),	  der	  Median	  ist	  durch	  eine	  Linie,	  der	  Mittelwert	  durch	  einen	  Punkt	  dargestellt.	  Die	  Linien	  
außerhalb	   der	   Box	   stellen	   den	   größten	   bzw.	   kleinsten	  Wert	   innerhalb	   des	   1,5	   fachen	   Interquartilsabstandes	  
dar.	  Ausreißer	  außerhalb	  des	  1,5	  fachen	  Interquartilsabstandes	  sind	  durch	  Kreise	  markiert.	  Die	  angegebenen	  p-­‐
Werte	   wurden	   unter	   Auswertung	   der	   entsprechenden	   Einzelfall-­‐Daten	   mit	   dem	   Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	  
berechnet.	  
	  
	  
	  
3.2.2	   Korrelation	   der	   qRT-­‐PCR-­‐Ergebnisse	   mit	   klinischen	   und	  
	   epidemiologischen	  Daten	  
	  
Da	  für	  alle	  65	  in	  die	  Endauswertung	  aufgenommenen	  Fälle	  (siehe	  Kapitel	  3.2.1)	  durch	  das	  Institut	  für	  
allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie	   des	   UKS	   ausführliche	   Berichte	   zu	   den	   pathologisch-­‐
anatomischen	   Begutachtungen	   der	   entsprechenden	   Tumorresektate	   (inklusive	   Patientendaten,	  
makroskopischer	  und	  histopathologischer	  Beschreibung	  und	  Diagnose	  sowie	  TNM-­‐Klassifikation)	  zur	  
Verfügung	  standen,	  konnten	  die	  gewonnenen	  qRT-­‐PCR-­‐Ergebnisse	  anschließend	  auf	  eine	  Korrelation	  
zwischen	  SEC62-­‐Expression	  einerseits	  und	  klinischen	  bzw.	  epidemiologischen	  Daten	  andererseits	  hin	  
untersucht	  werden.	  Da	  in	  den	  pathologisch-­‐anatomischen	  Begutachtungen	  seit	  Veröffentlichung	  der	  
Ergebnisse	   des	   IASLC	   Lung	   Cancer	   Staging	   Projektes	   im	   Jahr	   2007	   [Goldstraw	   et	   al.	   2007]	   die	  
entsprechenden	   Änderungsvorschläge	   für	   die	   7.	   Auflage	   der	   TNM-­‐Klassifikation	   (welche	   seit	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01.01.2010	   gültig	   ist;	   die	   untersuchten	   Fälle	   stammten	   aus	   den	   Jahren	   2008	   bis	   2010)	   bereits	  
berücksichtigt	   wurden,	   konnten	   die	   Auswertungen	   nach	   der	   aktuellen	   TNM-­‐Klassifikation	  
durchgeführt	   werden.	   Zur	   Untersuchung	   einer	   Korrelation	   der	   SEC62-­‐Expression	   mit	   den	   zur	  
Verfügung	   stehen	   epidemiologischen	   und	   klinischen	   Daten	   wurden	   die	   65	   Fälle	   innerhalb	   des	  
untersuchten	   Merkmals	   (Alter,	   Geschlecht,	   Primärtumorgröße	   (T),	   Lymphknotenstatus	   (N),	  
Differenzierung	  (G),	  klinisches	  Stadium)	  in	  jeweils	  zwei	  Subgruppen	  unterteilt	  (Subgruppen	  A	  und	  B,	  
siehe	  Tab.	  3.1/3.2/3.3)	  und	  anschließend	  mit	  dem	  Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	  analysiert	  ob	  sich	  die	  Werte	  
für	   die	   relative	   SEC62-­‐Expression	   in	   Tumor-­‐	   gegenüber	   Normalgewebe	   signifikant	   zwischen	   diesen	  
Gruppen	   unterschieden.	   Dabei	   wurden	   die	   Subgruppen	   so	   gewählt,	   dass	   ihre	   Größe	   in	   der	  
überwiegenden	  Mehrzahl	   der	   Fälle	   mindestens	   bei	   zehn	   lag.	   Lediglich	   der	  M-­‐Deskriptor	   der	   TNM	  
Klassifikation	   konnte	   aufgrund	   mangelnder	   Angaben	   bzw.	   zu	   weniger	   M1-­‐Fälle	   nicht	   bei	   der	  
Auswertung	  berücksichtigt	  werden.	  Diese	  Korrelations-­‐Untersuchungen	  wurden	  jeweils	  für	  alle	  Fälle	  
gemeinsam	   (Tab.	   3.1)	   sowie	   für	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinome	   getrennt	   (Tab.	   3.2	   bzw.	   3.3)	  
durchgeführt.	   Da	   bereits	   eine	   hochsignifikant	   unterschiedliche	   SEC62-­‐Expression	   zwischen	   den	  
Gruppen	  der	  Plattenepithel-­‐	  und	  Adenokarzinome	  festgestellt	  worden	  war	  (Kapitel	  3.2.1),	  musste	  im	  
Vorfeld	   der	   eigentlichen	   Korrelations-­‐Untersuchungen	   getestet	   werden,	   ob	   diese	   beiden	  
histologischen	   Entitäten	   innerhalb	   der	   für	   die	   einzelnen	   Merkmale	   gebildeten	   Subgruppen	   gleich	  
verteilt	   waren.	  Wäre	   dies	   nicht	   der	   Fall,	   so	   könnten	   bei	   den	   Korrelations-­‐Untersuchungen	   für	   alle	  
Fälle	   (PEC+AC;	   Tab.	   3.1)	   Sekundäreffekte	   entstehen,	   die	   in	   Wirklichkeit	   nicht	   auf	   eine	   echte	  
Korrelation	  der	  SEC62-­‐Expression	  mit	  der	  Ausprägung	  des	  betrachteten	  Merkmals,	  sondern	  lediglich	  
auf	   eine	   Ungleichverteilung	   von	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinomen	   innerhalb	   der	   jeweiligen	  
Subgruppen	  zurückzuführen	  sind.	  Hierbei	  zeigte	  sich	  für	  keins	  der	  Merkmale	  bei	  Auftragung	  in	  einer	  
Kreuztabelle	   und	   anschließender	   Analyse	   mit	   dem	   Chi-­‐Quadrat-­‐Test	   bzw.	   dem	   exakten	   Test	   nach	  
Fisher	   eine	   statistisch	   signifikante	   Ungleichverteilung	   der	   beiden	   histologischen	   Subtypen	   mit	   der	  
Ausnahme	   einer	   Überrepräsentation	   der	   Plattenepithelkarzinome	   in	   der	   Gruppe	   der	   männlichen	  
Patienten	   (bzw.	   eine	   stärkere	   Häufigkeit	   von	   Adenokarzinomen	   bei	   weiblichen	   Patienten),	   was	  
jedoch	  eine	  bekanntes	  und	  durch	   zahlreich	  Studien	  bestätigtes	  Phänomen	  darstellt	   [Sterlacci	   et	   al.	  
2011].	   Im	   Rahmen	   der	   anschließend	   durchgeführten	   Korrelationsuntersuchungen	   konnte	   für	   keine	  
der	   drei	   Stichprobengruppen	   (nur	  AC/nur	   PEC/AC+PEC)	   eine	   statistisch	   signifikante	   Korrelation	  der	  
SEC62-­‐Expression	   mit	   einer	   der	   untersuchten	   epidemiologischen	   oder	   klinischen	   Merkmale	  
festgestellt	   werden,	   jedoch	   zeigte	   sich	   bei	   Untersuchung	   aller	   Proben	   eine	   Tendenz	   hin	   zu	   einer	  
stärkeren	   SEC62-­‐Überexpression	   bei	   männlichen	   Patienten	   (p=0,183;	   Tab.	   3.1)	   sowie	   bei	  
Untersuchung	   nur	   der	   Plattenepithelkarzinome	   zu	   einer	   stärkeren	   SEC62-­‐Überexpression	   bei	  
fortgeschrittenen	   klinischen	   Stadien	   (p=0,178;	   Tab.	   3.2).	   Während	   diese	   Beobachtung	   eine	   echte	  
Korrelation	  darstellen	  könnte,	  dürfte	  die	  erstgenannte	  höchstwahrscheinlich	  auf	  eine	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Tab.	   3.1:	   Korrelation	   der	   SEC62-­‐Expression	   mit	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten:	   Alle	   Proben	  
(AC+PEC).	  Darstellung	  der	  untersuchten	  Variablen/Merkmale,	  der	  entsprechenden	  Subgruppen	  sowie	  der	   für	  
das	  jeweilige	  Merkmal	  berechneten	  p-­‐Werte	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test).	  
	  
	  
	  
Tab.	   3.2:	   Korrelation	   der	   SEC62-­‐Expression	   mit	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten:	  
Plattenepithelkarzinome.	  Darstellung	  der	  untersuchten	  Variablen/Merkmale,	  der	  entsprechenden	  Subgruppen	  
sowie	  der	  für	  das	  jeweilige	  Merkmal	  berechneten	  p-­‐Werte	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test).	  
	  
	  
	  
Tab.	   3.3:	   Korrelation	  der	  SEC62-­‐Expression	  mit	   klinischen	  und	  epidemiologischen	  Daten:	  Adenokarzinome.	  
Darstellung	   der	   untersuchten	   Variablen/Merkmale,	   der	   entsprechenden	   Subgruppen	   sowie	   der	   für	   das	  
jeweilige	  Merkmal	  berechneten	  p-­‐Werte	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test).	  
	  
	  
MERKMAL' SUBGRUPPE'A' n' SUBGRUPPE'B' n'
p/Wert''
rela6ve'
SEC62/Expression'
ALTER& ≤&65&Jahre& 33& >65&Jahre& 32& 0,698&
GESCHLECHT& männlich& 44& weiblich& 21& 0,183'(A>B)'
PRIMÄRTUMORJ&
GRÖßE&(T)& T1/T2& 41& T3/T4& 24& 0,812&
LYMPHKNOTENJ&
STATUS&(N)& N0& 32& N1/N2& 32& 0,692&
DIFFERENJ
ZIERUNG&(G)& G2& 38& G3& 26& 0,420&
KLINISCHES&
STADIUM& I/II& 39& III/IV& 26& 0,952&
MERKMAL' SUBGRUPPE'A' n' SUBGRUPPE'B' n'
p/Wert''
rela6ve'
SEC62/Expression'
ALTER& ≤&65&Jahre& 16& >65&Jahre& 17& 0,407&
GESCHLECHT& männlich& 27& weiblich& 6& 0,455&
PRIMÄRTUMORH&
GRÖßE&(T)& T1/T2& 20& T3/T4& 13& 0,302&
LYMPHKNOTENH&
STATUS&(N)& N0& 15& N1/N2& 18& 0,914&
DIFFERENH
ZIERUNG&(G)& G2& 16& G3& 16& 0,346&
KLINISCHES&
STADIUM& I/II& 20& III/IV& 13& 0,178'(B>A)'
MERKMAL' SUBGRUPPE'A' n' SUBGRUPPE'B' n'
p/Wert''
rela6ve'
SEC62/Expression'
ALTER& ≤&65&Jahre& 18& >65&Jahre& 14& 0,436&
GESCHLECHT& männlich& 17& weiblich& 15& 0,720&
PRIMÄRTUMORJ&
GRÖßE&(T)& T1/T2& 21& T3/T4& 11& 0,284&
LYMPHKNOTENJ&
STATUS&(N)& N0& 17& N1/N2& 14& 0,381&
DIFFERENJ
ZIERUNG&(G)& G2& 22& G3& 10& 0,329&
KLINISCHES&
STADIUM& I/II& 19& III/IV& 13& 0,609&
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Überrepräsentierung	   von	   Plattenepithelkarzinomen	   in	   der	   Gruppe	   der	   männlichen	   gegenüber	   der	  
Gruppe	  der	  weiblichen	  Patienten	  und	  damit	  wie	  erläutert	   auf	   einen	   Sekundäreffekt	   auf	  Grundlage	  
der	   beobachteten,	   stärkeren	   SEC62-­‐Überexpression	   in	   Plattenepithelkarzinomen	   im	   Vergleich	   zu	  
Adenokarzinomen	  zurückzuführen	  sein.	  	  	  	  
3.2.3	  Untersuchung	  des	  Proteingehaltes	  (IHC)	  
	  
Zur	   immunhistochemischen	  Untersuchung	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   standen	   insgesamt	  149	  FFPE-­‐
Gewebeproben	  von	  118	  Patienten	  zur	  Verfügung	  –	  für	  jeden	  Fall	  eine	  Probe	  des	  resezierten	  Tumors	  
sowie	   in	   31	   Fällen	   auch	   eine	   Probe	   von	   aus	   demselben	   Resektat	   entnommenem,	   makroskopisch	  
tumorfreiem	   Lungengewebe.	   Dabei	   waren	   für	   alle	   72	   Fälle,	   bei	   denen	   Frischgewebeproben	   im	  
Rahmen	   der	   qRT-­‐PCR	   Experimente	   untersucht	   worden	   waren,	   auch	   FFPE-­‐Proben	   für	   die	  
Immunhistochemie	  verfügbar	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fälle	  1	  bis	  5	  und	  8	  bis	  74).	   In	  die	  hier	  
erläuterte	  Endauswertung	  wurden	  112	  der	  118	  Fälle	  aufgenommen,	  dementsprechend	  waren	  sechs	  
zuvor	   ausgeschlossen	  worden:	  Neben	  den	  beiden	  bereits	   in	  Kapitel	   3.2.1	   erwähnten	   Fällen,	   einem	  
neoadjuvant	  vorberhandelten	  Plattenepithelkarzinom	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fall	  65)	  sowie	  
der	  Metastase	  eines	  colorektalen	  Karzinoms	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fall	  61),	  handelte	  es	  sich	  
dabei	   um	   ein	   großzelliges	   Karzinom	   (siehe	   Anhang	   Tab.	   A1/Abb.	   A2	   Fall	   117)	   sowie	   drei	   ebenfalls	  
neoadjuvant	  vorbehandelte	  Adenokarzinome	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A1/Abb.	  A2	  Fälle	  90,	  92	  und	  104).	  
Die	  restlichen	  112,	  für	  die	  Endauswertung	  berücksichtigten	  Fälle	  setzten	  sich	  aus	  52	  Plattenepithel-­‐	  
und	  60	  Adenokarzinomen	  zusammen.	  
Bei	   der	   Auswertung	   der	   von	   zwei	   Beobachtern	   unabhängig	   ermittelten	   immunreaktiven	   Scores	  
zeigten	  sich	   für	  die	  drei	  untersuchten	  Probenarten	  recht	  unterschiedliche,	   jedoch	  sehr	  gut	  mit	  den	  
qRT-­‐PCR-­‐Ergebnissen	   in	  Einklang	  zu	  bringende	  Resultate:	  Während	  28	  der	  31	  untersuchten	  Proben	  
tumorfreien	   Lungengewebes	   keine,	   die	   restlichen	   3	   nur	   eine	   schwache	   Sec62-­‐Immunreaktivität	  
aufwiesen,	   so	   waren	   70%	   der	   Adenokarzinome	   schwach	   oder	   mäßig,	   immerhin	   17%	   stark	   Sec62-­‐
positiv	   (Abb.	  3.11).	   Innerhalb	  der	  Gruppe	  der	  Plattenepithelkarzinome	   zeigte	   sich	   sogar	   in	   fast	  der	  
Häfte	  der	  untersuchten	  Fälle	  eine	  starke	  Sec62-­‐Anfärbung,	  85%	  waren	  mindestens	  mäßig	  positiv	  und	  
nur	   ein	   einziger	   Fall	   Sec62-­‐negativ.	   Dementsprechend	   zeigten	   sich	   im	   Rahmen	   der	   anschließend	  
durchgeführten	  statistischen	  Analyse	  bei	  Betrachtung	  der	  vier	  von	  Remmele	  [Remmele	  und	  Stegner	  
1987]	   vorgeschlagenen	   Kategorien	   „negativ,	   schwach/mäßig/stark	   positiv“	   (Chi-­‐Quadrat-­‐Test;	   Abb.	  
3.11	  B)	  wie	  auch	  bei	  Berücksichtigung	  der	  einzelnen	  IRS-­‐Werte	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test;	  Abb.	  3.11	  A)	  
hochsignifikante	  Unterschiede	  im	  Sec62-­‐Proteingehalt	  sowohl	  für	  beide	  NSCLC-­‐Subtypen	  gegenüber	  
tumorfreiem	   Lungengewebe	   als	   auch,	   die	   Ergebnisse	   der	   qRT-­‐PCR-­‐Untersuchungen	   bestätigend,	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zwischen	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinomen	   im	   Sinne	   einer	   weitaus	   stärkeren	   Steigerung	   des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Plattenepithelkarzinomen	   (Abb.	   3.11/Abb.	   3.12).	   Bei	   der	  mikroskopischen	  
Begutachtung	   der	   Präparate	   fiel	   weiterhin	   auf,	   dass	   neben	   den	   Tumorzellen	   auch	   wenige	   andere	  
Zellarten	   eine	   positive	   Sec62-­‐Reaktion	   zeigten:	   Insbesondere	   in	   benachbart	   zu	   Tumorzellherden	  
gelegenen,	   inflammatorischen	   Infiltraten	   (Abb.	   3.12	   A;	  mit	   *	  markiert)	   oder	   auch	   unterhalb	   eines	  
chronisch	  entzündlich	  veränderten	  Bronchialepithels	  (Abb.	  3.12	  B;	  mit	  *	  markiert)	  waren	  regelmäßig	  
punktförmige,	  starke	  Anfärbungen	  zu	  erkennen.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   3.11:	   Immunhistochemische	   Analyse	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Plattenepithelkarzinomen,	  
Adenokarzinomen	  und	  tumorfreiem	  Lungengewebe.	  (A)	  Darstellung	  aller	  ermittelten	  immunreaktiven	  Scores	  
(IRS)	   für	   die	   Proben	   von	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   (n=31),	   Plattenepithelkarzinomen	   (n=52)	   und	  
Adenokarzinomen	  (n=60).	  Jeder	  Punkt	  steht	  für	  einen	  Fall,	  nebeneinanderstehende	  Punkte	  repräsentieren	  den	  
gleichen	   IRS.	   Die	   am	   unteren	   Rand	   der	   Abbildung	   dargestellten	   p-­‐Werte	   entsprechen	   den	   Ergebnissen	   des	  
Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Tests	   bei	   Vergleich	   der	   IRS-­‐Werte	   der	   beiden	   jeweils	   markierten	   Proben-­‐Kategorien.	   (B)	  
Einordnung	   der	   IRS-­‐Werte	   der	   drei	   untersuchten	   Probenarten	   in	   die	   Kategorieen	   negativ	   (IRS	   0-­‐2),	   schwach	  
positiv	   (IRS	   3-­‐4),	  mäßig	   positiv	   (IRS	   6-­‐8)	   und	   stark	   positiv	   (IRS	   9-­‐12).	   Die	   am	   rechten	   Rand	   der	   Kreuztabelle	  
dargestellten	   p-­‐Werte	   entsprechen	   den	   Ergebnissen	   des	   Chi-­‐Quadrat-­‐Tests	   bei	   Vergleich	   der	   beiden	   jeweils	  
markierten	  Zeilen.	  PEC	  =	  Plattenepithelkarzinom;	  AC	  =	  Adenokarzinom	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Bei	   genauerer	   Betrachtung	   mit	   stärkerer	   Vergrößerung	   (Abb.	   3.13)	   ließen	   sich	   diese	   anhand	   der	  
typischen	   Chromatinanordnung	   in	   den	   Zellkernen	   („Radspeichenkerne“)	   als	   Plasmazellen	  
identifizieren.	  Im	  Gegensatz	  zu	  Sec62-­‐positiven	  Tumorzellen	  dürfte	  der	  starke	  Sec62-­‐Proteingehalt	  in	  
Plasmazellen	  mit	   den	   extensiven	  Mengen	   an	   rauem	   endoplasmatischem	   Retikulum	   erklärbar	   sein,	  
die	  diese	  Zellen	  aufgrund	  ihrer	  Funktion	  als	  Antikörper-­‐Produzenten	  und	  der	  damit	  einhergehenden,	  
extrem	  hohen	  Syntheserate	  sekretorischer	  Proteine	  aufweisen.	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Abb.	   3.12:	   Repräsentative	   Mikrofotografieen	   der	   Sec62-­‐IHC	   Färbungen.	   In	   200facher	   Vergrößerung	  
(Maßstabsbalken	  =	  100	  µm)	  sind	  (jeweils	  von	  oben	  nach	  unten)	  (A)	  ein	  stark	  positives	  PEC,	  ein	  mäßig	  positives	  
PEC,	  eine	  schwach	  positives	  AC,	  ein	  negatives	  AC,	  (B)	  negatives	  distales	  BE,	  negatives	  proximales	  BE	  sowie	  zwei	  
Ausschnitte	   von	   negativem	   peripherem	   Lungengewebe	   jeweils	   in	   der	   Sec62-­‐IHC-­‐	   sowie	   in	   der	   HE-­‐Färbung	  
dargestellt.	   Man	   beachte	   die	   kleinen,	   punktförmigen,	   stark	   Sec62-­‐positiven	   Singale	   (mit	   *	   markiert)	   welche	  
Plasmazellen	   entsprechen	   (deren	   Bedeutung	   als	   interne	   Positivkontrolle	   im	   Haupttext	   erläutert	   ist).	   PEC	   =	  
Plattenepithelkarzinom,	  AC	  =	  Adenokarzinom,	  BE	  =	  Bronchialepithel	  
	  
	  
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   102	  
	  
Abb.	   3.13:	   Plasmazellen	   enthaltende,	   inflammatorische	   Infiltrate	   zwischen	   Tumorzellnestern.	   Der	   hier	  
dargestellte,	  HE-­‐gefärbte	  Ausschnitt	  entspricht	  der	  Fotografie	  des	  mäßig	  positiven	  Plattenepithelkarzinoms	   in	  
Abb.	  3.12	  A	  (zweite	  Reihe	  von	  oben).	  Durch	  genauere	  mikroskopische	  Betrachtung	  (A:	  100fache	  Vergrößerung,	  
Maßstabsbalken=200	   µm;	   B:	   200fache	   Vergrößerung,	   Maßstabsbalken=100	   µm;	   C:	   400fache	   Vergrößerung,	  
Maßstabsbalken=50	  µm;	  D:	   600fache	   Vergrößerung)	   konnten	   die	   stark	   Sec62-­‐positiven	   Signale	   Plasmazellen	  
zugeordnet	  werden,	  die	  die	  typische	  Chromatinstruktur	  in	  Form	  von	  „Radspeichenkernen“	  aufweisen.	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   3.14:	   Positive	   Sec62-­‐Signale	   von	   Alveolarmakrophagen	   und	   seromukösen	   Tracheal-­‐	   bzw.	  
Bronchialdrüsen.	   In	   200facher	   (Maßstabsbalken=100µm)	   bzw.	   400facher	   (Maßstabsbalken=200µm)	  
Vergrößerung	  sind	  repräsentative	  Mikrofotografien	  von	  teils	  mehrkernigen,	  schwach	  bis	  mäßig	  Sec62-­‐positiven	  
Alveolarmakrophagen	   (obere	   Reihe)	   sowie	   von	   seromukösen	  Bronchialdrüsen	   (untere	   Reihe)	   dargestellt.	   Bei	  
den	  Bronchialdrüsen	  zeigten	  die	  serösen	  Drüsenanteile,	  die	  den	  mukösen	  teils	  als	  „von-­‐Ebnersche	  Halbmonde“	  
aufsaßen	   (mit	   *	   markiert),	   eine	   starkes,	   die	   mukösen	   Anteile	   ein	   eher	   schwaches	   Sec62-­‐Signal.	  
AM=Alveolarmakrophagen	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Dementsprechend	   zeigten	   die	   Plasmazellen	   auch	   in	   allen	   Präparaten	   und	   insbesondere	   auch	  
unabhängig	  vom	  Sec62-­‐Gehalt	  der	  benachbarten	  Tumorzellen	  (vgl.	  z.B.	  das	  stark	  positive	  PEC	  in	  Abb.	  
3.12	   A	   oben	   und	   das	   negative	   AC	   in	   Abb.	   3.12	   A	   unten)	   stets	   eine	   starke	   Anfärbung	   und	   stellten	  
damit	  –	  wie	  bereits	  in	  Kapitel	  2.2.2.4	  erläutert	  –	  eine	  sehr	  nützliche	  interne	  Positivkontrolle	  dar,	  um	  
z.B.	   sicherzugehen,	   dass	   eine	   fehlende	   oder	   sehr	   schwache	   Sec62-­‐Reaktion	   von	   Tumorzellen	   auch	  
tatsächlich	   auf	   einen	   geringen	   Sec62-­‐Proteingehalt	   und	  nicht	   etwa	   auf	   einen	  methodischen	   Fehler	  
zurückzuführen	  war.	  	  
Eine	   ähnlich	   starkes	   Sec62-­‐Signal	   wie	   bei	   den	   Plasmazellen	   konnte	   auch	   bei	   den	   serösen	   Anteilen	  
seromuköser	   Drüsen,	   die	   jedoch	   in	   Form	   der	   Tracheal-­‐	   bzw.	   Bronchialdrüsen	   nur	   sehr	   selten	   im	  
Präparat	   zu	   finden	   waren,	   beobachtet	   werden.	   Der	   muköse	   Anteil	   der	   Drüsen	   wies	   dabei	   einen	  
deutlich	   geringeren	   Sec62-­‐Gehalt	   auf	   (Abb.	   3.14	   unten).	   Dies	   ist	   wiederum,	   parallel	   zu	   den	   bei	  
Plasmazellen	  beschriebenen	  Überlegungen,	  mit	  einem	  starken	  Gehalt	  an	  rauem	  endoplasmatischem	  
Retikulum	   in	   Einklang	   zu	   bringen,	   da	   seröse	   Drüsen	   aufgrund	   der	   Sekretion	   von	   Enzymen,	   z.B.	  
Lysozym	  oder	  Defensinen,	  ein	  sehr	  viel	  ausgeprägteres	  Proteinsynthesesystem	  benötigen	  als	  muköse	  
Drüsen,	  die	  mit	  Muzinen	  hauptsächlich	  aus	  Kohlenhydraten	  und	  nur	  zu	  einem	  sehr	  geringen	  Anteil	  
aus	  Proteinen	  betehende	  Glykopeptide	  sezernieren.	  	  
Eine	   weitere	   Zellpopulation,	   die	   regelmäßig	   eine	   schwache	   bis	   mäßige	   Sec62-­‐Immunreaktivität	  
zeigte,	   stellten	   die	   Alveolarmakrophagen	   in	   den	   Bereichen	   tumorfreien	   Lungengewebes	   dar	   (Abb.	  
3.14	   oben).	   Dabei	   handelt	   es	   sich	   um	   oft	   vielkernige	   Zellen	   des	   unspezifischen/angeborenen	  
Immunsystems,	   die	   im	   Alveolarraum	   verschiedenste	   körpereigene	   Zell-­‐	   oder	   Gewebebestandteile,	  
Kohlestaub,	   Bakterien	   oder	   auch	   in	   Folge	   einer	   pulmonalen	   Stauung	   in	   den	   Alveolarraum	  
übergetretene	  Erythrozyten	  phagozytieren	  (dann	  „Herzfehlerzellen“	  oder	  „Siderophagen“	  genannt).	  
Nach	  Rücksprache	  mit	  einem	  erfahrenen	  Pathologen	  wurde	  die	  beobachtete	  Anfärbung,	  die	  auch	  mit	  
zahlreichen	  anderen	  Antikörpern	  bei	  diesem	  Zelltyp	  auftritt,	  als	  unspezifisch	  interpretiert.	  	  
Bei	  Betrachtung	  des	  in	  manchen	  Präparaten	  angeschnittenen,	  unauffälligen	  Bronchialepithels	  konnte	  
–	  wie	  bereits	   erläutert	  –	  meist	   kein	  oder	  allenfalls	   ein	  äußerst	   schwaches	  Sec62-­‐Signal	  beobachtet	  
werden	  (Abb.	  3.12	  B).	   In	  wenigen	  Präparaten	  konnten	  jedoch	  auch	  Abschnitte	  eines	   im	  Sinne	  einer	  
Hyperplasie	   bzw.	   Dysplasie	   pathologisch	   veränderten	   Bronchialepithels	   dargestellt	   werden	  
(Hyperplasie/	   plattenepitheliale	   Metaplasie/	   Dysplasie/	   Karzinoma	   in	   situ	   bzw.	   die	   atypische	  
adenomatöse	   Hyperplasie	   sind	   als	   aus	   dem	   Bronchialepithel	   hervorgehende,	   präinvasive	   Läsionen	  
von	  Plattenepithelkarzinom	  bzw.	  Adenokarzinom	   in	  der	  aktuellen	  WHO-­‐Klassifikation	  beschrieben).	  
Wie	   beispielhaft	   in	   Abb.	   3.15	   gezeigt	   schien	   dabei	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   den	   hyperplastischen	  
Abschnitten	   im	   Vergleich	   zum	   normalen	   Bronchialepithel	   erkennbar	   aber	   nur	   leicht	   zuzunehmen	  
(erstes	   und	   zweites	   Bild	   von	   oben;	   vgl.	   dazu	   die	   unterhalb	   des	   hyperplastischen	   Bronchialepithels	  
gelegenen,	  stark	  Sec62-­‐positiven	  Karzinomzellen).	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Abb.	   3.15:	   Übergang	   von	   unauffälligem	   Bronchialepithel	   über	   Hyperplasie/Dysplasie	   in	   ein	   invasives	  
Karzinom.	  Repräsentative	  Mikrofotografien	  von	   (von	  oben	  nach	  unten)	  unauffälligem	  Bronachialepithel	   (BE),	  
Bronchialepithelhyperplasie	   mit	   unter	   dem	   hyperplastischen	   Epithel	   gelegenen	   Karzinomzellen,	  
Bronchialepitheldysplasie	   bzw.	   Carcinoma	   in	   situ	   (Cis)	   sowie	   der	   Invasionsfront	   eines	   invasiven	  
Adenokarzinoms	  in	  200facher	  (obere	  drei	  Reihen;	  Maßstabsbalken	  =	  100	  µm)	  bzw.	  100facher	  (unterste	  Reihe;	  
Maßstabsbalken	  =	  200	  µm)	  Vergrößerung.	  Die	  Bilder	   in	  der	   linken	  Spalte	  stellen	  Sec62-­‐IHC-­‐Färbungen,	  die	   in	  
der	   rechten	   Spalte	   HE-­‐Färbungen	   dar.	   Alle	   hier	   dargestellten	   Mikrofotografien	   stammten	   aus	   demselben	  
Präparat.	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Das	  dysplastische	  Epithel	  bzw.	  Karzinoma	  in	  situ	  (drittes	  Bild	  von	  oben;	  mit	  „1“	  markiert)	  zeichnete	  
sich	   dagegen	   im	   Vergleich	   zu	   den	   im	   gleichen	   Bronchiallumen	   vorhandenen,	   unauffälligen	  
Bronchialepithelzellen	   (mit	   „2“	  markiert)	   durch	   einen	   stark	   gesteigerten	   Sec62-­‐Gehalt	   aus,	   der	  mit	  
dem	  der	  unter	  dem	  Bronchiallumen	  erkennbaren	  Karzinomzellen	  (mit	  „3“	  markiert)	  vergleichbar	  war.	  
	  
	  
	  
3.2.4	   Korrelation	   der	   IHC-­‐Ergebnisse	   mit	   epidemiologischen	   und	  
	   klinischen	  Daten	  
	  
Wie	   schon	   bei	   den	   qRT-­‐PCR-­‐,	   so	   sollten	   auch	   die	   Ergebnisse	   der	   IHC-­‐Untersuchungen	   auf	   eine	  
Korrelation	   mit	   den	   zur	   Verfügung	   stehenden,	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten	   der	  
untersuchten	  Fälle	  hin	  analysiert	  werden.	  Parallel	  zu	  dem	  in	  Kapitel	  3.2.2	  beschriebenen	  Verfahren	  
wurden	   hierfür	   alle	   Fälle	   innerhalb	   des	   untersuchten	   Merkmals	   (Alter,	   Geschlecht,	  
Primärtumorgröße	   (T),	   Lymphknotenstatus	   (N),	   Differenzierung	   (G),	   klinisches	   Stadium)	   in	   jeweils	  
zwei	  Subgruppen	   (A	  und	  B)	  unterteilt	  und	  anschließend	  mit	  dem	  Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test	  untersucht	  
ob	   sich	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	   (die	  Sec62	   IRS-­‐Werte)	   signifikant	   zwischen	  diesen	  beiden	  Gruppen	  
unterschieden.	   Dabei	   wurden	   die	   Subgruppen	   so	   gewählt,	   dass	   sie	   jeweils	   mindestens	   zehn	   Fälle	  
umfassten.	   Auch	   hier	   konnte	   der	   M-­‐Deskriptor	   der	   TNM-­‐Klassifikation	   aufgrund	   mangelnder	  
Angaben	   bzw.	   zu	   weniger	   M1-­‐Fälle	   nicht	   bei	   der	   Auswertung	   berücksichtigt	   werden.	   Die	  
Korrelations-­‐Untersuchungen	   wurden	   jeweils	   für	   alle	   Fälle	   gemeinsam	   (Tab.	   3.4)	   sowie	   für	  
Plattenepithel-­‐	  und	  Adenokarzinome	  getrennt	  (Tab.	  3.5	  bzw.	  Abb.	  3.16)	  durchgeführt.	  	  
Jedoch	   wurde	   auch	   hier,	   entsprechend	   der	   in	   Kapitel	   3.2.2	   beschriebenen	   Vorgehensweise	   (Chi-­‐
Quadrat-­‐Test),	   zunächst	   zum	   Ausschluss	   von	   Sekundäreffekten	   auf	   Grundlage	   des	   signifikant	  
unterschiedlichen	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  zwischen	  Plattenepithel-­‐	  und	  Adenokarzinomen	  (siehe	  Abb.	  
3.11)	   überprüft,	   ob	   die	   beiden	   histologischen	   Subtypen	   innerhalb	   der	   für	   die	   einzelnen	  Merkmale	  
gebildeten	   Subgruppen	   gleich	   verteilt	   waren.	   Dabei	   zeigten	   sich	   mit	   der	   Ausnahme	   einer	  
Überrepräsentation	   der	   Plattenepithelkarzinome	   in	   der	   Gruppe	   der	   männlichen	   Patienten	   (bzw.	  
einer	  stärkeren	  Häufigkeit	  von	  Adenokarzinomen	  bei	  weiblichen	  Patienten)	  für	  keins	  der	  Merkmale	  
eine	  statistisch	  signifikante	  Ungleichverteilung.	  	  
Bei	   den	   anschließend	   durchgeführten	   Korrelationsuntersuchungen	   konnte	   für	   keine	   der	   drei	  
Stichprobengruppen	  (nur	  AC/nur	  PEC/AC+PEC)	  eine	  statistisch	  signifikante	  Korrelation	  zwischen	  den	  
Sec62	   IRS-­‐Werten	   einerseits	   und	   den	   untersuchten	   klinischen	   sowie	   epidemiologischen	   Variablen	  
andererseits	  festgestellt	  werden.	  Jedoch	  zeigte	  sich	  bei	  Untersuchung	  nur	  der	  Adenokarzinome	  eine	  
Tendenz	   zu	   höheren	   IRS-­‐Werten	   bei	   weiblichen	   Patienten	   gegenüber	   männlichen	   Patienten	  
(p=0,168;	  Abb.	  3.16	  A)	  und	  bei	   schlecht	  gegenüber	  gut	  differenzierten	  Karzinomen	   	   (p=0,071;	  Abb.	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3.16	  A+B).	  Die	  letztgenannte	  Korrelation	  zeigte	  sich	  auch	  bei	  Untersuchung	  aller	  Fälle	  (p=0,176;	  Tab.	  
3.2.4),	  war	  jedoch	  –	  wie	  durch	  getrennte	  Analyse	  der	  beiden	  histologischen	  Subtypen	  deutlich	  wurde	  
–	   ausschließlich	   durch	   ein	   fast	   signifikantes	   Ergebnis	   für	   Adenokarzinome	   (Abb.	   3.2.10)	   bei	   einer	  
fehlenden	   Korrelation	   für	   Plattenepithelkarzinome	   (Tab.	   3.2.5)	   bedingt.	   Die	   Differenz	   zu	   den	  
eingangs	  erwähnten	  112	  Fällen	  in	  der	  Kategorie	  „N“	  (105	  Fälle)	  sowie	  „G“	  (111	  Fälle)	  ist	  durch	  sieben	  
als	   „NX“	   bewertete	   bzw.	   einen	   als	   „G1“	   bewerteten	   Fall	   bedingt,	   die	   nicht	   in	   den	   gewählten	  
Subgruppen	   repräsentiert	   waren	   und	   von	   daher	   nicht	   bei	   den	   Korrelationsanalysen	   berücksichtigt	  
werden	  konnten.	  
	  
	  
Tab.	   3.4:	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten:	  
Plattenepithelkarzinome	  +	  Adenokarzinome	  (n=112).	  Darstellung	  der	  untersuchten	  Variablen/Merkmale,	  der	  
entsprechenden	   Subgruppen	   sowie	   der	   für	   das	   jeweilige	  Merkmal	   berechneten	   p-­‐Werte	   (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐
Test).	  
	  
	  
	  
Tab.	   3.5:	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten:	  
Plattenepithelkarzinome	   (n=52).	   Darstellung	   der	   untersuchten	   Variablen/Merkmale,	   der	   entsprechenden	  
Subgruppen	  sowie	  der	  für	  das	  jeweilige	  Merkmal	  berechneten	  p-­‐Werte	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test).	  	  
	  
	  
MERKMAL' SUBGRUPPE'A' n' SUBGRUPPE'B' n'
p/Wert''
IRS'
ALTER& ≤&65&Jahre& 53& >65&Jahre& 59& 0,407&
GESCHLECHT& männlich& 74& weiblich& 38& 0,863&
PRIMÄRTUMORI&
GRÖßE&(T)& T1/T2& 72& T3/T4& 40& 0,390&
LYMPHKNOTENI&
STATUS&(N)& N0& 64& N1/N2& 41& 0,841&
DIFFERENI
ZIERUNG&(G)& G2& 49& G3& 55& 0,176'(B>A)'
KLINISCHES&
STADIUM& I/II& 75& III/IV& 37& 0,508&
MERKMAL' SUBGRUPPE'A' n' SUBGRUPPE'B' n'
p/Wert''
IRS'
ALTER& ≤&65&Jahre& 22& >65&Jahre& 30& 0,439&
GESCHLECHT& männlich& 41& weiblich& 11& 0,282&
PRIMÄRTUMORJ&
GRÖßE&(T)& T1/T2& 33& T3/T4& 19& 0,874&
LYMPHKNOTENJ&
STATUS&(N)& N0& 31& N1/N2& 21& 0,683&
DIFFERENJ
ZIERUNG&(G)& 22& 16& G3& 29& 0,600&
KLINISCHES&
STADIUM& I/II& 35& III/IV& 17& 0,807&
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Abb.	   3.16:	   Korrelation	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten:	  
Adenokarzinome	   (n=60).	   (A)	   Darstellung	   der	   untersuchten	   Variablen/Merkmale,	   der	   entsprechenden	  
Subgruppen	  sowie	  der	  für	  das	  jeweilige	  Merkmal	  berechneten	  p-­‐Werte	  (Mann-­‐Whitney-­‐U-­‐Test).	  (B)	  Korrelation	  
zwischen	   Sec62-­‐Proteingehalt	   (=IRS-­‐Wert)	   und	   Differenzierung	   der	   Tumorzellen	   für	   die	   untersuchten	  
Adenokarzinome.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
MERKMAL' SUBGRUPPE'A' n' SUBGRUPPE'B' n'
p/Wert''
IRS'
ALTER& ≤&65&Jahre& 31& >65&Jahre& 29& 0,716&
GESCHLECHT& männlich& 33& weiblich& 27& 0,168'(B>A)'
PRIMÄRTUMORI&
GRÖßE&(T)& T1/T2& 39& T3/T4& 21& 0,307&
LYMPHKNOTENI&
STATUS&(N)& N0& 33& N1/N2& 20& 0,809&
DIFFERENI
ZIERUNG&(G)& G2& 33& G3& 26& 0,071'(B>A)'
KLINISCHES&
STADIUM& I/II& 40& III/IV& 20& 0,203&
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3.2.5	  Ausschluss	  einer	  ER-­‐Expansion	  als	  Ursache	  für	  den	  gesteigerten	  
	   Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehalt	  in	  NSCLC-­‐Gewebeproben	  
	  
Da	  es	  sich	  bei	  Sec62	  um	  ein	  Membranprotein	  des	  endoplasmatischen	  Retikulums	  (ER)	  handelt,	  sollte	  
im	  Anschluss	  an	  die	  Beobachtung	  eines	  deutlich	  gesteigerten	  Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehaltes	   in	  
Tumorgewebe	   (Kapitel	   3.2.1	   bis	   3.2.4)	   zunächst	   geklärt	   werden,	   ob	   es	   sich	   hierbei	   um	   einen	   für	  
Sec62	   spezifischen	   oder	   lediglich	   mit	   einer	   globalen	   Expansion	   des	   ER	   in	   Tumorzellen	  
einhergehenden	   Effekt	   handelt.	   Hierzu	   wurde	   in	   einem	   ersten	   Schritt	   auf	   mRNA-­‐Ebene	   die	  
Expression	   des	   SEC62-­‐Gens	   mit	   der	   Expression	   von	   SEC61A1,	   einem	   für	   ein	   anderes	   ER-­‐
Membranprotein	   kodierenden	   Gen,	   mittels	   qRT-­‐PCR	   in	   sechs	   Plattenepithel-­‐	   und	   sechs	  
Adenokarzinom-­‐Fällen	  verglichen.	  SEC61A1	  ist	  ein	  hochkonserviertes	  Gen,	  dessen	  Produkt	  (Sec61α1)	  
die	   zentrale	   Untereinheit	   des	   „Protein-­‐Tunnels“	   darstellt	   über	   den	   v.a.	   sekretorische	   und	  
Membranproteine	   über	   die	   ER-­‐Membran	   in	   dessen	   Lumen	   transloziert	   bzw.	   im	   Rahmen	   einer	  
seitlichen	  Öffnung	  des	   Tunnels	   in	  die	   ER-­‐Membran	   integriert	  werden.	  Wie	   in	  Abb.	   3.17	  dargestellt	  
zeigte	  sich	   im	  Rahmen	  dieser	  Untersuchungen	  bei	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  (A)	  keine,	  bei	  den	  
Adenokarzinomen	   (B)	   in	   Einzelfällen	   eine	   geringe,	   jedoch	   bei	   weitem	   nicht	   das	   Niveau	   von	   SEC62	  
erreichende	  SEC61A1-­‐Überexpression.	  	  
In	   einem	   weiteren	   Experiment	   wurden	   in	   fünf	   Fällen	   (drei	   Plattenepithelkarzinome,	   zwei	  
Adenokarzinome)	   auf	   mRNA-­‐Ebene	   die	   relativen	   Expressionen	   von	   SEC62	   und	   SEC63	   einander	  
gegenüber	   gestellt.	   Das	   SEC63-­‐Gen	   kodiert	   ein	   ebenfalls	   in	   der	   ER-­‐Membran	   lokalisiertes	   Protein	  
(Sec63),	   das	   darüber	  hinaus	   einen	  direkten	   Interaktionspartner	   von	   Sec62	  darstellt.	  Dadurch	   sollte	  
einerseits	   ein	  weiterer	   Beleg	   für	   die	   Spezifität	   der	   beobachteten	   SEC62-­‐Überexpression	   in	   Tumor-­‐	  
gegenüber	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   gewonnen	   und	   andererseits	   untersucht	   werden,	   ob	   die	  
potentiell	   karzinogene	   Funktion	   von	   Sec62	   in	   Tumorzellen	   auf	   eine	   vergleichbare	   Steigerung	   des	  
Sec63-­‐Gehaltes	   angewiesen	   ist	   (Abb.	   3.18).	   Da	   	   die	   SEC63-­‐Expression	   in	   den	   hierzu	   untersuchten	  
Fällen	  –	  im	  Gegensatz	  zu	  der	  SEC61A1-­‐Expression	  in	  den	  in	  Abb.	  3.17	  beschriebenen	  Experimenten	  –	  
nicht	   im	  Rahmen	  derselben,	   für	   die	   initiale	  Analyse	  der	  SEC62-­‐Expression	  durchgeführten	  qRT-­‐PCR	  
Experimente	  sondern	  erst	  später	  in	  separat	  durchgeführten	  Versuchen	  ermittelt	  worden	  war,	  wurde	  
die	  SEC62-­‐Expression	   als	   Kontrolle	   erneut	  mitbestimmt	   (entsprechend	  den	  Balken	   „SEC62	   alt“	   und	  
„SEC62	   neu“	   in	   Abb.	   3.18).	   Somit	   konnte	   der	   Untersucher	   gleichsam	   einen	   Hinweis	   auf	   die	  
Reproduzierbarkeit	  der	  Genexpressionsanalyse	  unter	  den	  gegebenen	  Bedingungen	  erhalten,	  wobei	  
sich	  hier,	  eine	  solche	  nahelegend,	  in	  der	  Tat	  nur	  relativ	  geringe	  Abweichungen	  zwischen	  den	  „alten“	  
und	  „neuen“	  Werte	  für	  die	  SEC62-­‐Expression	  ergaben.	  Zum	  anderen	  zeigte	  sich	  –	  wie	  schon	  im	  Fall	  
von	  SEC61A1	   –	   auch	   für	  SEC63	   keine	  mit	   dem	  Niveau	   von	  SEC62	   vergleichbare	  Überexpression,	   in	  
den	   beiden	   SEC62	   am	   stärksten	   überexprimierenden	   Fällen	   war	   sogar	   eine	   Verringerung	   des	  
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   109	  
Expressionsniveaus	  zu	  beobachten.	  Schließlich	  sollte	  eine	  ER-­‐Expansion	  in	  Tumorzellen	  nicht	  nur	  auf	  
mRNA-­‐	  sondern	  auch	  auf	  Proteinebene	  ausgeschlossen	  werden.	  Hierzu	  wurden,	  um	  einen	  direkten	  
Vergleich	   in	   derselben	  Gewebeprobe	   zu	   ermöglichen,	   Immunfluoreszenzdoppelfärbungen	   an	  3	  µm	  
dünnen	   FFPE-­‐Schnitten	   von	   tumorfreiem	   Lungengewebe,	   einem	   SEC62	   nicht	   überexprimierenden	  
Adenokarzinom	  und	  einem	  SEC62	  stark	  überexprimierenden	  Plattenepithelkarzinom	  durchgeführt.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	  3.17:	  Vergleich	  der	  SEC62-­‐	  und	  SEC61A1-­‐Expression	  in	  sechs	  Plattenepithel-­‐	  und	  sechs	  Adenokarzinom-­‐
Fällen	   zum	   Auschluss	   einer	   ER-­‐Expansion	   in	   Tumorzellen.	   (A)	   Darstellung	   der	   mittels	   qRT-­‐PCR	   ermittelten,	  
relativen	   Expressionen	   von	   SEC62	   und	   SEC61A1	   in	   Tumor-­‐	   gegenüber	   tumorfreiem	   Gewebe	   bei	   den	   sechs	  
untersuchten	  Plattenepithelkarzinomen.	  (B)	  Darstellung	  der	  relativen	  Expressionen	  bei	  den	  sechs	  untersuchten	  
Plattenepithelkarzinomen.	  PEC	  =	  Plattenepithelkarzinom;	  AC	  =	  Adenokarzinom	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Abb.	   3.18:	   Gegenüberstellung	   der	   relativen	   SEC62-­‐	   und	   SEC63-­‐Expressionen	   in	   fünf	   NSCLC-­‐Fällen	   (drei	  
Plattenepithelkarzinome,	  zwei	  Adenokarzinome).	  Darstelung	  der	  für	  	  die	  fünf	  untersuchten	  Fälle	  berechneten	  
relativen	   Expressionen	   von	   SEC62	   und	   SEC63	   in	   Tumor-­‐	   gegenüber	   tumorfreiem	   Gewebe.	   Dabei	   wurde	   die	  
relative	   SEC62-­‐Expression	   erneut	   bestimmt	   („SEC62	   neu“)	   um	   die	   Reproduzierbarkeit	   der	   ca.	   sechs	  Monate	  
zuvor	  erhaltenen	  Ergebnisse	  („SEC62	  alt“)	  zu	  bestätigen.	  
	  
	  
Dabei	  wurde	  neben	  Sec62	  auch	  Sec61β,	  eine	  andere	  Untereinheit	  des	  vom	  Sec61-­‐Komplex	  (Sec61c)	  
gebildeten	  „Protein-­‐Tunnels“	   in	  der	  ER-­‐Membran,	  durch	   Inkubation	  mit	  spezifischen	  Antikörpern	   in	  
den	   Schnitten	   detektiert	   sowie	   durch	   mit	   verschiedenen	   Fluoreszenzfarbstoffen	   markierte	  
Sekundärantikörper	  visualisiert	  (Abb.	  3.19).	  Bei	  mikroskopischer	  Betrachtung	  der	  gefärbten	  Schnitte	  
in	   den	   einzelnen	   Fluoreszenzkanälen	   und	   anschließender,	   digitaler	   Übereinanderlagerung	   der	  
entsprechenden	   Aufnahmen	   zeigte	   sich	   bei	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   (von	   wenigen	  
autofluoreszierenden	   Erythrozyten	   abgesehen)	   und	   Adenokarzinom	   eine	   gelbes	   Singal	   des	  
Zytoplasmas,	   was	   einen	   vergleichbaren	   Gehalt	   der	   Zellen	   an	   Sec62	   und	   Sec61β	   impliziert.	   Das	  
Zytoplasma	  der	  Tumorzellen	  im	  Plattenepithelkarzinom	  hingegen	  zeigte	  nach	  Übereinanderlagerung	  
eine	  leuchtend	  grünes	  Signal,	  was	  auf	  ein	  deutliches	  Überwiegen	  des	  Sec62-­‐	  gegenüber	  dem	  Sec61β-­‐
Signal	  hinweist	  (Abb.	  3.19).	  	  
Zusammenfassend	  konnte	  in	  den	  in	  Kapitel	  3.2.5	  erläuterten	  Experimenten	  gezeigt	  werden,	  dass	  die	  
in	   den	   zuvor	   beschriebenen	   Experimenten	   beobachtete	   Steigerung	   des	   Sec62	   mRNA-­‐	   und	  
Proteingehaltes	   in	  Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	   (Kapitel	  3.2.1	  bis	  3.2.4)	  ein	   für	  dieses	  Gen	  bzw.	  
Protein	   spezifisches	   Phänomen	   darstellt,	   das	   nicht	   auf	   eine	   Expansion	   des	   ER	   in	   Tumorzellen	  
zurückzuführen	   ist	   und	   auch	   nicht	   mit	   einer	   vergleichbaren	   Steigerung	   des	   Sec63	   mRNA-­‐	   bzw.	  
Proteingehaltes	  einhergeht.	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Abb.	  3.19:	   Immunfluoreszenz-­‐Doppelfärbung	  von	  Sec62	   (FITC/grünes	  Signal)	  und	  Sec61β 	   (Cy3/rotes	  Signal)	  
in	  einer	  Probe	  tumorfreien	  Lungengewebes,	  einem	  Adeno-­‐	  und	  einem	  Plattenepithelkarzinom.	  3	  µm	  	  dünne	  
Paraffinschnitte	  von	  tumorfreiem	  Lungengewebe	  (erste	  Spalte),	  einem	  Adenokarzinom	  (AC;	  zweite	  Spalte)	  und	  
einem	   Plattenepithelkarzinom	   (PEC;	   dritte	   Spalte)	   wurden	   mit	   spezifischen	   Antikörpern	   gegen	   Sec62	   und	  
Sec61β	   inkubiert	   und	   durch	   mit	   verschiedenen	   Fluoreszenzfarbstoffen	   markierte	   Sekundärantikörper	  
visualisiert.	  Dabei	  führte	  FITC	  im	  Fall	  von	  Sec62	  zu	  einer	  grünen	  (vierte	  Reihe)	  und	  Cy3	  im	  Fall	  von	  Sec61β	  zu	  
einer	  roten	  (dritte	  Reihe)	  Anfärbung.	  Die	  Zellkerne	  sind	  mit	  dem	  blauen	  Farbstoff	  DAPI	  (zweite	  Reihe)	  markiert.	  
In	   der	   ersten	   Reihe	   wurden	   die	   Signale	   der	   einzelnen	   Kanäle	   digital	   übereinandergelegt	   wobei	   eine	   gelbe	  
Färbung	   des	   Zytoplasmas	   (tumorfreies	   Lungengewebe,	   AC)	   einen	   ähnlichen	   Gehalt	   an	   Sec62	   und	   Sec61β	  
indiziert,	  während	  der	  Grünfärbung	  in	  dem	  rechten	  Bild	  der	  obersten	  Reihe	  (PEC)	  eine	  deutlich	  dominierendes	  
Sec62-­‐Signal	  zugrunde	  liegt.	  	  
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   112	  
3.3	   Untersuchung	   des	   Sec62	   mRNA-­‐	   und	   Proteingehaltes	   von
	   Gewebeproben	  differenzierter	  Schilddrüsenkarzinome	  
	  
Zur	   Untersuchung	   des	   Sec62	   mRNA-­‐	   und	   Proteingehaltes	   standen	   zehn	   FFPE-­‐Gewebproben	   von	  
Resektaten	   differenzierter	   Schilddrüsenkarzinome	   samt	   detaillierter	   pathologisch-­‐anatomischer	  
Begutachtung	  zu	  Verfügung	  (siehe	  Anhang	  Tab.	  A5).	  Trotz	  einer	  im	  Vergleich	  zu	  Frischgewebe	  (im	  Fall	  
der	   Lungenkarzinom-­‐Proben)	   schlechteren	   Qualität	   bzw.	   deutlich	   fortgeschritteneren	   Degradation	  
der	  aus	  FFPE-­‐Gewebe	  isolierten	  RNA	  (siehe	  Anhang	  Abb.	  A3/2.3.1.2)	  ließen	  sich	  auch	  mit	  dieser	  bzw.	  
daraus	  synthetisierter	  cDNA	  verlässliche	  qRT-­‐PCR-­‐Ergebnisse	  gewinnen.	  Von	  den	  zehn	  untersuchten	  
Fällen	   zeigten,	   die	   üblichen	  Grenzen	   einer	   relativen	   Expression	   von	   0,5	   bzw.	   1,5	   zugrunde	   legend,	  
vier	  eine	  SEC62-­‐Überexpression	  in	  Tumor-­‐	  gegenüber	  tumorfreiem	  Gewebe	  (qRT-­‐PCR),	  sechs	  wiesen	  
einen	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   (IHC)	   in	   den	   Tumorzellen	   auf	   wobei	   qRT-­‐PCR-­‐	   und	   IHC-­‐
Ergebnisse	   für	   die	   einzelnen	  Proben	   gut	   korrelierten	   (Abb.	   3.20	  A+B).	  Dagegen	  war	   eine	   geringere	  
SEC62-­‐Expression	  nur	  in	  einem,	  ein	  reduzierter	  Sec62-­‐Proteingehalt	  in	  keinem	  der	  Fälle	  nachweisbar.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   3.20:	   Sec62	   mRNA-­‐	   und	   Proteingehalt	   in	   zehn	   Fällen	   differenzierter	   Schilddrüsenkarznome.	  
Übersichtsdarstellung	   der	   Einzelresultate	   von	   qRT-­‐PCR	   (A)	   und	   Immunhistochemie	   (B)	   sowie	   repräsentative	  
Mikrofotografien	   von	   zwei	   Fällen	   in	   Sec62-­‐IHC	   und	   HE-­‐Färbung	   (C).	   IRS	   =	   immunreaktiver	   Score;	   HE	   =	  
Hämatoxylin-­‐Eosin-­‐Färbung	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Tab.	   3.6:	   Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehalt	   in	   zehn	   Fällen	  differenzierter	   Schilddrüsenkarznome.	  Detaillierte	  
Darstellung	   der	   Ergebnisse	   von	   qRT-­‐PCR	   und	   IHC	   sowie	   entsprechende	   klinisch-­‐pathologische	   Daten.	   IRS	   =	  
immunreaktiver	  Score	  
	  
	  
	  
	  
Dies	   entsprach	   den	   bereits	   bei	   den	   untersuchten	   NSCLC-­‐Fälle	   zu	   erkennenden	   Tendenzen	   hin	   zu	  
einer	  deutlicheren	  bzw.	  häufigeren	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  auf	  der	  Protein-­‐	  im	  Vergleich	  zur	  
mRNA-­‐Ebene.	  Bei	  Betrachtung	  der	  Einzelfälle	  und	  unter	  Einbeziehung	  der	  zur	  Verfügung	  stehenden	  
klinischen	   Daten	   fiel	   darüber	   hinaus	   auf,	   dass	   vier	   der	   sechs	   Schilddrüsenkarzinome	   mit	   einem	  
gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   (insbesondere	   die	   beiden	   Fälle	   mit	   der	   stärksten	   SEC62-­‐
Überexpression	  und	  dem	  höchsten	  Sec62-­‐Proteingehalt)	  Zeichen	  des	  invasiven	  Wachstums	  (wie	  z.B.	  
Lymphknotenmetastasen,	   Hämangiosis/	   Lymphangiosis	   carcinomatosa/	   Infiltration	   peripherer	  
Nerven/	   ausgedehnte	   Kapselinvasion)	   aufwiesen,	   jedoch	   nur	   eines	   der	   Karzinome	   mit	   normalem	  
oder	   verminderten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   (Tab.	   3.6).	   Weiterhin	   zeigten	   alle	   drei	   Karzinome	   mit	  
teilweiser	   oder	   kompletter	   follikulärer	   Differenzierung	   einen	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehalt,	  
dagegen	  nur	  vier	  von	  sieben	  papillären	  Schilddrüsenkarzinomen.	  So	  konnte,	  wenn	  auch	  im	  Vergleich	  
zu	  den	  für	  NSCLCs	  durchgeführten	  Untersuchungen	  nicht	  in	  derselben	  Deutlichkeit	  und	  anhand	  einer	  
deutlich	  kleineren	  Stichprobe,	  gezeigt	  werden,	  dass	  eine	  SEC62-­‐Überexpression	  bzw.	  eine	  Steigerung	  
des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zumindest	   in	   einem	   Teil	   differenzierter	   Schilddrüsenkarzinome	  
nachzuweisen	   ist	   und	   in	   diesen	   möglicherweise	   mit	   einem	   aggressiveren	   Wachstumsverhalten	  
und/oder	  einer	  follikulärer	  Differenzierung	  assoziiert	  ist.	  
mRNA%(qRT)PCR)% Protein%(IHC)% Pathologie%
Fall$1$ 0,160$(0,147;$0,175)$
Tumor:$IRS$3$
papillär,$pT2,$pN1$
tumorfrei:$IRS$3$
Fall$2$ 0,587$(0,559;$0,616)$
Tumor:$IRS$4$
mulCfokal$papillär,$pT1$
tumorfrei:$IRS$2$
Fall$3$ 0,958$(0,865;$1,061)$
Tumor:$IRS$4$
pT3,$pNX,$pMX;$papillär$
tumorfrei:$IRS$3$
Fall$4$ 2,159$(2,067;$2,256)$
Tumor:$IRS$6$ teilweise$follikulär$diﬀerenziertes,$mulCfokales$
papilläres$SDCA;$pT3,$R1%tumorfrei:$IRS$1$
Fall$5$ 0,562$(0,472;$0,668)$
Tumor:$IRS$8$
papilläres$Karzinom$vom$follikulären$Subtyp;$pT1b,$R0$
tumorfrei:$IRS$3$
Fall$6$ 1,280$(1,234;$1,328)$
Tumor:$IRS$8$
papillär,$pT3,$pN1a,$R0$
tumorfrei:$IRS$3$
Fall$7$ 3,766$(3,513;$4,036)$
Tumor:$IRS$8$
mulCfokal$follikulär,$mit$ausgedehnter$Kapselinvasion%
tumorfrei:$IRS$4$
Fall$8$ 0,707$(0,628;$0,796)$
Tumor:$IRS$8$
pT3,$pNX,$R0;$papillär$
tumorfrei:$IRS$6$
Fall$9$ 2,136$(2,022;$2,257)$
Tumor:$IRS$12$
papillär,$pT3,$pN2b,$pMX$
tumorfrei:$IRS$6$
Fall$10$ 5,460$(5,069;$5,882)$
Tumor:$IRS$12$ verschiedene$Diﬀerenzierungen$(hellzellig,$
plaWenepithelial,$papillär);$$pT3,$pN1b,$L1,$V1,$Pn1,$R1%tumorfrei:$IRS$2$
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3.4	  Weiterführende	  immunhistochemische	  Untersuchungen	  
	  
Um	   Hinweise	   auf	   die	   Bedeutung	   eines	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinomen	  und	  die	  damit	  assoziierten	  zellulären	  Mechanismen	  zu	  gewinnen,	  wurden	  in	  einer	  
nächsten	   Serie	   von	   Experimenten	   zusätzliche	   immunhistochemische	   Untersuchungen	   an	   zehn,	   ein	  
breites	   Sec62-­‐IRS-­‐Spektrum	   repräsentierenden	   Fällen	   (sechs	   Plattenepithelkarzinome,	   vier	  
Adenokarzinome)	  durchgeführt.	  Durch	  Einsatz	  diverser	  Antikörper	  sollte	  dabei	  evaluiert	  werden,	  ob	  
der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  bzw.	  der	  Umfang	  von	  dessen	  Steigerung	   in	  Tumorzellen	  mit	  Mechanismen	  
der	  Apoptose-­‐Regulation	  (Bax,	  Bcl2),	  mit	  der	  Proliferativität	  der	  Tumorzellen	  (Ki67),	  mit	  dem	  Ausmaß	  
einer	   plattenepithelialen	   Differenzierung	   (p63)	   oder	  mit	   der	   infolge	   ER-­‐Stress	   aktivierten	  Unfolded	  
Protein	  Response	  (BiP)	  in	  Verbindung	  zu	  bringen	  ist	  (Tab.	  3.7).	  Bei	  Bcl2	  (B-­‐cell	   lymphoma	  2)	  handelt	  
es	   sich	  um	  ein	   anti-­‐apoptotisch	  wirkendes	  Protoonkogen,	  das	   sich	   in	   20	  bis	   30%	  nicht-­‐kleinzelliger	  
Lungenkarzinome	   immunhistochemisch	   nachweisen	   lässt	   [Pezzella	   et	   al.	   1993;	   O´Neill	   et	   al.	   1996;	  
Oshaki	   et	   al.	   1996]	   und	   in	   diesen	   Fällen	   retrospektiven	   Studien	   zufolge	   paradoxerweise	  mit	   einer	  
besseren	   Prognose	   assoziiert	   zu	   sein	   scheint	   [Martin	   et	   al.	   2003].	   Plattenepithelkarzinome	  weisen	  
hierbei	  im	  Vergleich	  zu	  Adenokarzinomen	  deutlich	  häufiger	  eine	  Bcl2-­‐Immunreaktivität	  auf	  [Pezzella	  
et	   al.	   1993],	   daneben	   zeigen	   B-­‐Lymphozyten	   der	   follikulären	   Mantelzone	   sowie	   die	   meisten	   T-­‐
Lymphozyten	   regelmäßig	   eine	   Anfärbung	   [Thomadaki	   und	   Scorilas	   2006].	   Konsistent	   mit	   dieser	  
Datenlage	   war	   im	   Rahmen	   der	   durchgeführten	   immunhistochemischen	   Experimente	   bei	   zwei	   der	  
sechs	  untersuchten	  Plattenepithelkarzinome	  ein	  mäßiges	  bis	  starkes,	  in	  einem	  weiteren	  Fall	  ein	  sehr	  
schwaches	   Bcl2-­‐Signal	   zu	   beobachten.	   In	   allen	   anderen	   Fällen	   waren	   ebenso	   wie	   bei	   allen	  
untersuchten	  Adenokarzinomen	   keine	   Bcl2-­‐Immunreaktivität	   nachweisbar,	  wohingegen	   sich	   neben	  
Tumorzellnestern	  gelegene	  T-­‐Lymphozyten	  erwartungsgemäß	  regelmäßig	  anfärbten.	  	  
	  
	  
Tab.	   3.7:	  Resultate	  der	   immunhistochemischen	  Zusatzuntersuchungen.	   Für	   Sec62,	  Bcl2,	  Bax	  und	  BiP	   ist	   der	  
jeweilige	  immunreaktive	  Score,	  für	  Ki67	  und	  p63	  der	  Anteil	  positiver	  Tumorzellen	  angegeben.	  Im	  Fall	  von	  p63	  
wurde	  eine	  Tumorprobe	  bei	  ≥10%	  angefärbten	  Tumorzellen	  als	  positiv,	  bei	  <10%	  angefärbten	  Tumorzellen	  als	  
negativ	  bewertet.	  	  
	  
	  
PEC$1$ PEC$2$$ PEC$3$$ PEC$4$ PEC$5$ PEC$6$ AC$1$ AC$2$ AC$3$ AC$4$
Sec62& 3& 3& 4& 6& 6& 8& 0& 1& 2& 12&
Bcl2& 1& 0& 12& 3& 2& 8& 0& 0& 0& 2&
Bax& 4& 2& 8& 4& 3& 8& 8& 2& 6& 3&
Ki67& 25%& 20%& 30%& 35%& 40%& 50%& 35%& 10%& 5%& 3%&
p63&
posi8v&
(50%)&
nega8v&
(5%)&
posi8v&
(80%)&
posi8v&
(45%)&
posi8v&
(20%)&
posi8v&
(35%)&
nega8v&
(7%)&
nega8v&
(5%)&
nega8v&
(5%)&
nega8v&
(3%)&
BiP& 3& 2& 4& 3& 4& 3& 4& 2& 9& 6&
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   115	  
Beim	  anschließenden	  Vergleich	   der	   IRS-­‐Werte	   für	   Sec62	  und	  Bcl2	   in	   den	   einzelnen	   Fällen	   ließ	   sich	  
jedoch	  weder	  bei	  getrennter	  Betrachtung	  der	  histologischen	  Subtypen	  noch	  unter	  Einbeziehung	  aller	  
Fälle	  eine	  Korrelation	  beobachten.	  Auch	  bei	  Untersuchung	  des	  proapoptotischen	  Proteins	  Bax	  (bcl2-­‐
associated	   X-­‐protein)	   sowie	   des	  UPR-­‐Regulators	   und	  Hsp70-­‐Chaperons	   BiP	   (immunoglobulin	   heavy	  
chain	   binding	   protein),	   deren	   Beteiligung	   an	   Mechanismen	   der	   molekularen	   Karzinogenese	   in	  
verschiedenen	  Tumorentitäten	  nachgewiesen	  werden	  konnte	  [Koumenis	  2006;	  Lee	  und	  Hendershot	  
2006;	   Thomadaki	   und	   Scorilas	   2006],	   ließ	   sich	   für	   keine	   der	   analysierten	   Subgruppen	   (nur	  
Adenokarzinome/	   nur	   Plattenepithelkarzinome/	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinome)	   eine	  
Korrelation	  der	  entsprechenden	  IRS-­‐Werte	  mit	  dem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  beobachten.	  	  
Zur	   Evaluierung	   eines	   potenziellen	   Einflusses	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   auf	   die	   Proliferativität	   der	  
Tumorzellen	   wurden	   FFPE-­‐Schnitte	   der	   analysierten	   zehn	   Fälle	   mit	   einem	   das	   Ki67-­‐Protein	  
detektierenden	   Antikörper	   (MIB1)	   immunhistochemisch	   gefärbt.	   Dieses	   auf	   dem	   Gebiet	   der	  
onkologischen	  Histopathologie	  standardmäßig	  als	  Proliferationmarker	  untersuchte	  Protein	  ist	  in	  den	  
Zellkernen	  von	  proliferierenden	  (in	  der	  G1-­‐,	  S-­‐,	  G2-­‐	  und	  M-­‐Phase	  des	  Zellzyklus),	  nicht	  jedoch	  in	  den	  
Kernen	  von	  „ruhenden“	  Zellen	   (G0-­‐Phase	  des	  Zellzyklus)	  nachweisbar	   [Gerdes	  et	  al.	  1983;	  Scholzen	  
und	  Gerdes	  2000]	  und	  erlaubt	   somit	  eine	  Abschätzung	  der	  Proliferationsfraktion	   (=Anteil	  der	  Ki67-­‐
positiven	  Tumorzellen)	  in	  der	  untersuchten	  Tumorprobe.	  Diese	  Information	  wiederum	  kann	  wichtige	  
Hinweise	   beispielsweise	   hinsichtlich	   der	   Sensitivität	   der	   Tumorzellen	   gegenüber	   einer	   potenziellen	  
radio-­‐	   oder	   chemotherapeutischen	   Behandlung	   liefern	   [Lara	   et	   al.	   1998;	   Ressiot	   et	   al.	   2008;	  
Carlomagno	   et	   al.	   2010].	   Für	   das	   nicht-­‐kleinzellige	   Lungenkarzinom	   konnte	   darüber	   hinaus	   bereits	  
mehrfach	  eine	  prognostische	  Relevanz	  des	  Ki67-­‐Proliferationsindex	  gezeigt	  werden	  [Tungekar	  et	  al.	  
1991;	  Pugsley	  et	  al.	  2002;	  Yang	  et	  al.	  2006].	  Bei	  den	  zehn	  hier	  untersuchten	  Fällen	  zeigte	  sich	  eine	  
deutliche	   Korrelation	   zwischen	   Ki67-­‐Proliferationindex	   und	   Sec62-­‐IRS	   in	   der	   Subgruppe	   der	  
Plattenepithelkarzinome,	   wobei	   besonders	   proliferative	   Tumoren	   durch	   einen	   hohen	   Sec62-­‐IRS	  
gekennzeichnet	  waren	  (Abb.	  3.21	  A+B).	  Bei	  den	  Adenokarzinomen	  schien	  dagegen	  das	  Gegenteil	  der	  
Fall	   zu	   sein	   (Abb.	  3.21	  C):	  Während	  der	  Tumor	  mit	  dem	  stärksten	  Sec62-­‐Proteingehalt	   (AC4)	  kaum	  
Ki67-­‐positive	  Zellen	  aufwies,	  konnte	  für	  das	  Adenokarzinom	  mit	  dem	  niedrigsten	  Sec62-­‐IRS	  (AC1)	  mit	  
ca.	   35%	   die	   größte	   Proliferationsfraktion	   innerhalb	   dieser	   Subgruppe	   festgestellt	   werden.	   Bei	   der	  
gleichartigen	   Analyse	   jeweils	   zehn	   weiterer	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinome	   konnte	   eine	  
positive	   Korrelation	   zwischen	   Sec62-­‐IRS	   und	   Proliferationsfraktion	   für	   Plattenepithelkarzinome	  
bestätigt	  werden,	   eine	   inverse	   Korrelation	   bei	   den	   Adenokarzinomen	   hingegen	  war	   nicht	  mehr	   zu	  
beobachten.	  	  
Wie	   in	   Kapitel	   3.2.1	   bis	   3.2.4	   ausgeführt	   konnte	   ein	   signifikanter	   Unterschied	   sowohl	   des	   Sec62	  
mRNA-­‐	   als	   auch	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   zwischen	   den	   beiden	   untersuchten	   NSCLC-­‐Subtypen	  
festgestellt	  werden.	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Abb.	   3.21:	   Korrelation	   zwischen	   Sec62-­‐Proteingehalt	   und	   Proliferativität	   der	   Tumorzellen.	   In	   den	   zehn	  
untersuchten	  Fällen	  wurden	  die	   Sec62	   IRS-­‐Werte	  mit	  dem	   jeweiligen	  Ki67-­‐Proliferationsindex	   verglichen.	   (A)	  
Für	  Plattenepithelkarzinome	  (rote	  Trendlinie),	  nicht	   jedoch	  für	  Adenokarzinome	  (blaue	  Trendlinie)	  zeigte	  sich	  
hierbei	  eine	  sehr	  gute	  Korrelation	  im	  Sinne	  einer	  deutlichen	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  Tumoren	  
mit	   hoher	   Proliferationsfraktion.	   (B+C)	   Repräsentative	   Mikrofotografien	   aller	   zehn	   untersuchten	   Fälle	   mit	  
immunhistochemischer	  Anfärbung	  von	  Sec62	  (linke	  Spalte)	  und	  Ki67	  (rechte	  Spalte)	  in	  100facher	  Vegrößerung	  
(Maßstabsbalken=	  200	  µm).	  PEC	  =	  Plattenepithelkarzinom;	  AC	  =	  Adenokarzinom	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Durch	  Einsatz	  eines	  p63-­‐Antikörpers	  sollte	  nun	  festgestellt	  werden,	  ob	  dieser	  Unterschied	  auf	  einer	  
Korrelation	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  mit	  einer	  plattenepithelialen	  Differenzierung	  der	  Tumorzellen	  
beruhte.	  Bei	  p63	  handelt	  es	  sich	  um	  ein	  mit	  dem	  Tumorsuppressor	  p53	  eng	  verwandtes	  Protein,	  das	  
regelmäßig	   in	   den	   Kernen	   plattenepithelial	   differenzierter	   Tumoren	   sowie	   basaler	  
Bronchialepithelzellen	  nachzuweisen	  ist.	  Daher	  stellt	  der	  Nachweis	  von	  p63	  einen	  festen	  Bestandteil	  
immunhistochemischer	   Untersuchungen	   zur	   Differenzierung	   zwischen	   Plattenepithel-­‐	   und	  
Adenokarzinomen	  bei	  der	  histologischen	  NSCLC-­‐Diagnostik	  dar	  [Wu	  et	  al.	  2003;	  Mukhopadhyay	  und	  
Katzenstein	  2011].	  Bei	  Begutachtung	  der	  Präparate	  mit	  immunhistochemischer	  p63-­‐Detektion	  zeigte	  
sich	   erwartungsgemäß	   	   bei	   fünf	   von	   sechs	   Plattenepithelkarzinomen,	   jedoch	   bei	   keinem	   der	   vier	  
Adenokarzinome	  eine	  positive	  Anfärbung	  (≥10%	  positive	  Tumorzellen)	   (Abb.	  3.22).	  Eine	  Korrelation	  
mit	  dem	  Sec62-­‐Proteingehalt	  der	  Tumoren	  ließ	  sich	  allerdings	  auch	  hier	  nicht	  beobachten.	  	  
	  	  
Abb.	   3.22:	   Immunhistochemische	   Detektion	   des	   p63-­‐Proteins.	   Zur	   Untersuchung	   einer	   potenziellen	  
Korrelation	   des	   Sec62-­‐Gehaltes	   von	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinomen	   mit	   deren	   Ausmaß	  
plattenepithelialer	   Differenzierung	   wurde	   in	   den	   zehn	   untersuchten	   Fällen	   das	   p63-­‐Protein	  
immunhistochemisch	   angefärbt.	   Erwartungsgemäß	   waren	   fünf	   der	   sechs	   Plattenepithelkarzinome	   (mittlere	  
Spalte),	  jedoch	  keines	  der	  Adenokarzinome	  (linke	  Spalte)	  p63-­‐positiv.	  Darüber	  hinaus	  zeigten	  auch	  die	  basalen	  
Bronchialepithelzellen	   eine	   p63-­‐Immunreaktivität	   (rechte	   Spalte).	   Repräsentative	  Mikrofotografien	   in	   jeweils	  
200facher	  Vergrößerung	  (Maßstabsbalken	  =	  100µm).	  AC	  =	  Adenokarzinom;	  PEC	  =	  Plattenepithelkarzinom	  	  	  	  
3.5	  2D-­‐DIGE	  Experimente	  zur	  Identifizierung	  Sec62-­‐regulierter	  
	   Proteine/Signalwege	  
	  
3.5.1	  2D-­‐DIGE	  Analyse	  von	  Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	  
	  
Einen	   nächsten	   Schritt	   zur	   Untersuchung	   der	   funktionellen	   Bedeutung	   eines	   erhöhten	   Sec62-­‐
Gehaltes	   in	   malignen	   Tumoren	   stellte	   die	   vergleichende	   Betrachtung	   der	   Proteome	   von	  
Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	   einerseits	   und	   den	   entsprechenden	   Proben	   tumorfreier	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Lungengewebeproben	  andererseits	  mittels	  differentieller,	  zweidimensionaler	  Gelelektrophorese	  (2D-­‐
DIGE)	  dar.	  Auf	  diese	  Weise	  sollten	  Anhaltspunkte	  hinsichtlich	  Sec62-­‐regulierter	  Proteine/	  Signalwege	  
sowie	   Sec62-­‐abhängiger	   ER-­‐Transportsubstrate	   gewonnen	  werden,	  deren	   Identifizierung	  wiederum	  
Rückschlüsse	   auf	   die	   molekularen	   Mechanismen	   erlauben	   könnte	   über	   die	   Lungenkarzinomzellen	  
von	   einem	   gesteigerten	   Sec62-­‐Proteingehalt	   profitieren.	   Hierzu	  wurden	   sowohl	   für	   die	   Entität	   der	  
Adenokarzinome	  als	  auch	  für	  die	  der	  Plattenepithelkarzinome	  sechs	  Ansätze	  vorbereitet,	  die	  jeweils	  
aus	  einem	  Gemisch	  der	  isolierten	  und	  gereinigten	  Proteine	  von	  zwei	  bis	  drei	  Tumorproben	  sowie	  der	  
entsprechenden	   Proben	   tumorfreien	   Lungengewebes	   zusammengesetzt	   waren.	   Dabei	   wurden	   die	  
Proben	  in	  einer	  solchen	  Zusammensetzung	  „gepoolt“,	  dass	  die	  sechs	  Plattenepithelkarzinom-­‐Ansätze	  
einen	   im	   Mittel	   4,2fach,	   die	   sechs	   Adenokarzinom-­‐Ansätze	   	   einen	   im	   Mittel	   2,3fach	   gesteigerten	  
Sec62-­‐Proteingehalt	  in	  den	  Tumor-­‐	  gegenüber	  den	  tumorfreien	  Gewebeproben	  aufwiesen	  (Tab.	  3.8).	  
Jeder	   Ansatz	   enthielt	   dabei	   neben	   50	   µg	   des	   mit	   den	   Fluoreszenzfarbstoffen	   Cy2,	   Cy3	   und	   Cy5	  
markierten	  zusätzlich	  100	  µg	  unmarkiertes	  Protein,	  um	  so	  die	  Treffsicherheit	  einer	   im	  Anschluss	  an	  
die	  2D-­‐DIGE	  durchgeführten	  massenspektrometrischen	  Analyse	  zu	  erhöhen.	  Nach	  Durchführung	  der	  
Experimente	  und	  Einscannen	  der	  Gele	  zeigte	  sich	  in	  der	  überwiegenden	  Zahl	  der	  Ansätze	  eine	  gute	  
Proteinauftrennung	   mit	   jeweils	   ca.	   2000	   bis	   3000	   von	   der	   DeCyderTM	   Software	   detektierten	  
Proteinspots	  (Abb.	  3.23	  +	  3.24).	  Bei	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  zeigte	  lediglich	  Gel	  1	  im	  Vergleich	  
zu	  den	  anderen	  fünf	  Gelen	  in	  der	   IEF	  eine	  unvollständige	  Auftrennung,	  konnte	  aber	  dennoch	  in	  die	  
statistische	   Auswertung	   zur	   Identifizierung	   signifikant	   regulierter	   Proteine	   mit	   aufgenommen	  
werden.	  
	  
	  
Tab.	  3.8:	  Zusammensetzung	  und	  mittlere	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  den	  12	  2D-­‐DIGE-­‐Ansätzen	  
(6	  PEC,	  6	  AC).	  Neben	  der	  mittleren	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  für	  den	  entsprechenden	  Ansatz	  sind	  
in	   Klammern	   die	   Anzahl	   der	   Fälle/Probenpaare	   (Tumorprobe	   und	   Probe	   tumorfreien	   Lungengewebes)	  
angegeben	   aus	   denen	   dieser	   zusammengesetzt	   („gepoolt“)	  worden	  war.	   Die	   Daten	   für	   den	   relativen	   Sec62-­‐
Proteingehalt	   in	   den	   eingesetzten	   Proben	   entstammten	   zuvor	   mit	   diesen	   durchgeführten,	   quantitativen	  
Western	  Blot	  Experimenten	  [Linxweiler	  et	  al.	  2012].	  PEC=Plattenepithelkarzinom,	  AC=Adenokarzinom	  
	  
	  	  	  
Gel	   3	   wurde	   sowohl	   als	   Mastergel,	   d.h.	   als	   Referenz	   zum	   „Matchen“	   der	   Proteinspots	   auf	   den	  
anderen	  Gelen,	  als	  auch	  als	  Pickgel,	  d.h.	  zur	  Gewinnung	  der	  Proben	  für	  die	  massenspektrometrische	  
Analyse	  der	  regulierten	  Proteine,	  verwendet.	  Bei	  den	  Adenokarzinomen	  zeigte	  Gel	  6	  in	  der	  SDS-­‐PAGE	  
Ansatz/(
Gel(1(
Ansatz/(
Gel(2(
Ansatz/(
Gel(3(
Ansatz/(
Gel(4(
Ansatz/(
Gel(5(
Ansatz/(
Gel(6(
PEC$ 5,7$(3)$ 3,9$(3)$ 4,1$(3)$ 4,2$(3)$ 3,6$(2)$ 3,5$(2)$
AC$ 2,8$(3)$ 2,1$(3)$ 2,4$(2)$ 2,2$(2)$ 2,2$(2)$ 2,0$(2)$
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ein	   sehr	   ungleichmäßiges	   Laufverhalten	   und	   konnte	   deswegen	   nicht	   für	   die	   statistische	   Analyse	  
signifikant	  regulierter	  Proteine	  berücksichtigt	  werden.	  Auch	  bei	  den	  Adenokarzinomen	  wurde	  Gel	  3	  
sowohl	  als	  Master-­‐	  als	  auch	  als	  Pickgel	  verwendet.	  	  
In	   die	   Pickliste,	   also	   die	   Liste	   regulierter	   Proteine,	   deren	   Identität	   durch	  massenspektrometrische	  
Analyse	   geklärt	   werden	   sollte,	   wurden	   alle	   Proteine	   bzw.	   Proteinspots	   aufgenommen,	   die	   die	   im	  
Folgenden	  genannten	  Kriterien	  erfüllten:	  	  
	  
• Für	  die	  Plattenepithelkarzinom-­‐Gele:	  Detektion	  des	  Proteinspots	  auf	  mindestens	  15	  von	  18	  
Spotmaps	  (5	  von	  6	  Gelen),	  p<0,05	  (t-­‐Test	  zur	  Überprüfung	  der	  Redundanz	  des	  beobachteten	  
Effektes	   in	   den	   6	   analysierten	   Parallelansätzen),	   relative	   Regulation	   in	   Tumorproben	  
gegenüber	  tumorfreien	  Proben	  <-­‐1,5	  oder	  >1,5	  sowie	  eine	  proteintypische	  dreidimensionale	  
Morphologie	  des	  Spots.	  	  
• Für	   die	   Adenokarzinom-­‐Gele:	   Detektion	   des	   Proteinspots	   auf	   mindestens	   12	   von	   15	  
Spotmaps	  (4	  von	  5	  Gelen),	  p<0,05	  (t-­‐Test	  zur	  Überprüfung	  der	  Redundanz	  des	  beobachteten	  
Effektes	   in	   den	   6	   analysierten	   Parallelansätzen),	   relative	   Regulation	   in	   Tumorproben	  
gegenüber	  tumorfreien	  Proben	  <-­‐1,5	  oder	  >1,5	  sowie	  eine	  proteintypische	  dreidimensionale	  
Morphologie	  des	  Spots.	  	  
	  
Diese	   Kriterien	   erfüllten	   bei	   den	   Plattenepithelkarzinomen	   41	   (19	   in	   Tumorgewebe	   hoch-­‐,	   22	  
heabreguliert)	   und	   bei	   den	   Adenokarzinomen	   ebenfalls	   41	   (18	   in	   Tumorgewebe	   hoch-­‐,	   23	  
herabreguliert)	   Proteinspots,	   welche	   in	   die	   PEC-­‐	   bzw.	   AC-­‐Pickliste	   aufgenommen	   und	   nach	  
Ausstanzen	  aus	  den	  Gelen	  massenspektrometrisch	  analysiert	  wurden.	  	  	  
	  
	  
Abb.	   3.23:	   Darstellung	   des	   digitalisierten	   Mastergels	   nach	   zweidimensionaler	   Auftrennung	   der	  
Plattenepithelkarzinom-­‐Ansätze	   per	   IEF	   (erste	   Dimension;	   von	   links	   nach	   rechts)	   und	   SDS-­‐PAGE	   (zweite	  
Dimension;	   von	   oben	   nach	   unten).	  Die	   regulierten	   und	   in	   die	   „Pickliste“	   übernommenen	   Proteinspots	   sind	  
jeweils	   rot	   umrandet,	   das	   hier	   abgebildete	   Gel	   3	   wurde	   aufgrund	   der	   großen	   Anzahl	   an	   detektierten	   Spots	  
sowie	   der	   guten	   Auftrennung	   der	   Proteine	   als	   Mastergel	   bzw.	   Pickgel	   ausgewählt.	   IEF=isoelektrische	  
Fokussierung,	  SDS-­‐PAGE=Sodiumdodecylsulfat-­‐Gelelektrophorese	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Abb.	  3.24:	  Darstellung	  des	  digitalisierten	  Mastergels	  nach	  Auftrennung	  der	  Adenokarzinom-­‐Ansätze	  per	  IEF	  
(erste	   Dimension;	   von	   links	   nach	   rechts)	   und	   SDS-­‐PAGE	   (zweite	   Dimension;	   von	   oben	   nach	   unten).	   Die	  
regulierten	  und	  in	  die	  „Pickliste“	  übernommenen	  Proteinspots	  sind	  jeweils	  rot	  umrandet,	  das	  hier	  abgebildete	  
Gel	  3	  wurde	  aufgrund	  der	  großen	  Anzahl	  der	  detektierten	  Spots	  sowie	  der	  guten	  Auftrennung	  der	  Proteine	  als	  
Mastergel	   bzw.	   Pickgel	   ausgewählt.	   IEF=isoelektrische	   Fokussierung,	   SDS-­‐PAGE=Sodiumdodecylsulfat-­‐
Gelelektrophorese	  
	  	  
Die	  entsprechenden	  Resultate	  der	  massenspektrometrischen	  Analysen	   sind	   in	  den	  Tabellen	  3.9	  bis	  
3.11	   angegeben.	   Proteine,	   die	   sowohl	   bei	   den	   Plattenepithelkarzinomen	   als	   auch	   bei	   den	  
Adenokarzinomen	  signifikant	  reguliert	  waren,	  sind	  in	  Tabelle	  3.9	  und	  Proteine,	  die	  entweder	  nur	  bei	  
Plattenepithel-­‐	  oder	  nur	  bei	  Adenokarzinomen	  signifikant	  reguliert	  waren,	  in	  Tabelle	  3.10	  bzw.	  3.11	  
dargestellt.	   Bei	   den	   in	   den	   Tabellen	   angegebenem	   emPAI-­‐Wert	   (exponentially	   modified	   protein	  
abundance	  index)	  handelt	  es	  sich	  um	  einen	  Index,	  der	  im	  Rahmen	  von	  Proteom-­‐Experimenten	  einen	  
Anhalt	  dafür	   gibt	  mit	  welcher	   Sicherheit	  das	   jeweilige	  Protein	   tatsächlich	  das	   in	  dem	  betreffenden	  
Spot	   am	   häufigsten	   bzw.	   in	   größter	   Menge	   vorkommende	   und	   damit	   für	   die	   beobachtete	  
differentielle	  Regulation	  dieses	  Spots	  verantwortlich	  ist	  [Ishihama	  et	  al.	  2005].	  	  	  
Tab.	   3.9:	   Liste	   der	   per	   Massenspektrometrie	   identifizierten,	   sowohl	   bei	   Plattenepithel-­‐	   als	   auch	   bei	  
Adenokarzinomproben	   signifikant	   regulierten	   Proteine.	   blau	   =	   Spot	   von	   AC-­‐Pickgel,	   rot	   =	   Spot	   von	   PEC-­‐
Pickgel;	  Average	  Ratio=relative	  Regulation	  in	  Tumorgewebe	  gegenüber	  tumorfreiem	  Lungengewebe;	  emPAI	  =	  
exponentially	  modified	  protein	  abundance	  index	  
	  
	  
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
Alpha&Enolase, 47,5, 944, 3,7, 1,9,
Alpha&Enolase, 47,5, 949, 1,7, 1,9,
Alpha&Enolase, 47,5, 975, 1,1, 1,8,
Alpha&Enolase, 47,5, 994, 1,6, 2,2,
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Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
Alpha&Enolase, 47,5, 922, 13,7, 1,9,
Alpha&Enolase, 47,5, 937, 1,9, 1,8,
Alpha&Enolase, 47,5, 982, 10,2, 2,0,
Alpha&Enolase, 47,5, 1019, 2,6, 1,6,
Alpha&Enolase, 47,5, 1168, 0,5, 3,1,
Alpha&Enolase, 47,5, 1192, 2,6, 3,3,
Carboanhydrase,1, 28,9, 1626, 1,7, &2,4,
Carboanhydrase,1, 28,9, 1613, 2,7, &4,4,
Carboanhydrase,2, 29,3, 1666, 2,6, &2,7,
Carboanhydrase,2, 29,3, 1642, 1,9, &3,4,
Endoplasmin, 92,7, 215, 1,6, 1,7,
Endoplasmin, 92,7, 175, 0,7, 2,2,
Hemopexin, 52,4, 488, 0,5, &1,9,
Hemopexin, 52,4, 484, 0,4, &2,4,
Hemopexin, 52,4, 515, 0,4, &2,1,
Histon,H4, 11,4, 2339, 1,2, &5,2,
Histon,H4, 11,4, 2360, 0,7, &5,0,
Histon,H4, 11,4, 2363, 0,7, &4,7,
Histon,H4, 11,4, 2364, 2,8, &4,5,
Histon,H4, 11,4, 2423, 2,8, &4,7,
Histon,H4, 11,4, 2434, 0,7, &3,4,
Histon,H4, 11,4, 2441, 2,8, &3,9,
Histon,H4, 11,4, 2501, 1,9, &2,4,
Histon,H4, 11,4, 2243, 1,9, &5,2,
Ig,alpha&1,chain,C,region, 38,5, 491, 0,4, &1,5,
Ig,alpha&1,chain,C,region, 38,5, 484, 0,3, &2,4,
Ig,alpha&1,chain,C,region, 38,5, 599, 0,9, &1,8,
Ig,alpha&1,chain,C,region, 38,5, 610, 0,9, &2,2,
Ig,alpha&1,chain,C,region, 38,5, 643, 0,9, &2,5,
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Tab.	   3.10:	   Liste	   der	   per	   Massenspektrometrie	   identifizierten,	   nur	   bei	   Plattenepithelkarzinom-­‐Proben	  
signifikant	  regulierten	  Proteine.	  Average	  Ratio	  =	  relative	  Regulation	  in	  Tumorgewebe	  gegenüber	  tumorfreiem	  
Lungengewebe;	  emPAI	  =	  exponentially	  modified	  protein	  abundance	  index	  
	  
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
Ig#gamma&1#chain#C#region# 36,5# 730# 1,2# 2,2#
Ig#gamma&1#chain#C#region# 36,5# 731# 1,2# 2,6#
Ig#gamma&4#chain#C#region# 36,4# 908# 0,8# &1,7#
Isocitrate#dehydrogenase#[NADP]#
cytoplasmic# 46,9# 994# 0,6# 2,2#
Isocitrate#dehydrogenase#[NADP]#
cytoplasmic# 46,9# 1091# 2,2# 2,1#
Lamin#B2# 67,8# 461# 0,9# &2,4#
Lamin#B2# 67,8# 482# 1,4# &2,0#
Lamin#B2# 67,8# 488# 0,5# &1,9#
Lamin#B2# 67,8# 599# 0,8# &1,8#
Neutrophil#defensin#1# 10,5# 215# 0,8# 1,7#
Neutrophil#defensin#1# 10,5# 1275# 1,6# 1,5#
PlasJn#3# 71,3# 437# 1,1# &2,3#
PlasJn#3# 71,3# 636# 1,8# &2,0#
VimenJn# 53,7# 975# 49,8# 1,8#
VimenJn# 53,7# 979# 23,9# 2,0#
VimenJn# 53,7# 1117# 2,9# 2,2#
VimenJn# 53,7# 1168# 0,9# 3,1#
VimenJn# 53,7# 1192# 1,3# 3,3#
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
60S$acidic$ribosomal$protein$P0$ 34,4$ 1479$ 0,7$ :1,8$
60S$ribosomal$protein$L7$ 29,3$ 1613$ 1,9$ :4,4$
60S$ribosomal$protein$L7$ 29,3$ 1642$ 1,6$ :3,4$
6:phosphogluconate$dehydrogenase,$
decarboxylaCng$ 53,6$ 922$ 0,8$ 1,9$
6:phosphogluconate$dehydrogenase,$
decarboxylaCng$ 53,6$ 937$ 0,2$ 1,8$
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Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
6"phosphogluconate/dehydrogenase,/
decarboxyla6ng/ 53,6/ 982/ 0,3/ 2,0/
Adenosylhomocysteinase/ 48,2/ 1150/ 2,1/ 1,7/
Adenylyl/cyclase"associated/protein/1/ 52,3/ 649/ 2,6/ 2,7/
Annexin/A2/ 38,8/ 1518/ 2,7/ "1,7/
cAMP"dependent/protein/kinase/type/
II"alpha,/regulatory/subunit/ 45,8/ 1117/ 0,2/ 2,2/
Catalase/ 59,9/ 605/ 1,8/ "2,0/
Complement/component/C8/alpha/
chain/ 66,8/ 539/ 0,3/ 2,1/
Corniﬁn/B/ 10,3/ 636/ 0,8/ "2,0/
Coronin/1A/ 51,7/ 1019/ 0,7/ 1,6/
Cytochrome/b"c1/complex/subunit/2,/
mitochondrial/ 48,6/ 1059/ 0,5/ 2,2/
Cytoskeleton"associated/protein/4/ 66,1/ 631/ 3,3/ "2,4/
DnaJ/homolog/subfamily/C/member/7/ 57,2/ 710/ 2,2/ 4,5/
Elonga6on/factor/Tu,/mitochondrial/ 49,9/ 1091/ 1,8/ 2,1/
Fibrinogen/beta/chain/ 56,6/ 711/ 4,8/ 1,9/
Heterogeneous/nuclear/
ribonucleoprotein/L/ 64,7/ 605/ 0,8/ "2,0/
Ig/kappa/chain/C/region/ 11,8/ 716/ 1,8/ "2,1/
Ig/mu/chain/C/region/ 49,9/ 369/ 1,2/ "1,7/
Isocitrate/dehydrogenase/[NADP]/
subunit/alpha,/mitochondrial/ 40/ 1479/ 0,6/ "1,8/
Isocitrate/dehydrogenase/[NADP]/
subunit/alpha/mitochondrial/ 40/ 1518/ 2,0/ "1,7/
Leukotrien/A4/Hydrolase/ 69,9/ 515/ 0,4/ "2,1/
Leukotrien/A4/Hydrolase/ 69,9/ 539/ 0,6/ "2,1/
Methylcrotonoyl"CoA/carboxylase/
beta/chain,/mitochondrial/ 61,8/ 711/ 2,9/ 1,9/
Mito6c/checkpoint/protein/BUB3/ 37,6/ 1275/ 1,1/ 1,5/
Phosphoglycerate/kinase/1/ 45/ 1059/ 1,2/ 2,2/
Prelamin/A/C/ 74,4/ 610/ 3,5/ "2,2/
Prelamin/A/C/ 74,4/ 631/ 1,5/ "2,4/
Prelamin/A/C/ 74,4/ 643/ 1,0/ "2,5/
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   124	  
	  	  	  	  	  
Tab.	   3.11:	   Liste	   der	   per	   Massenspektrometrie	   identifizierten,	   nur	   bei	   Adenokarzinom-­‐Proben	   signifikant	  
regulierten	   Proteine.	   Average	   Ratio	   =	   relative	   Regulation	   in	   Tumorgewebe	   gegenüber	   tumorfreiem	  
Lungengewebe;	  emPAI	  =	  exponentially	  modified	  protein	  abundance	  index	  
	  
	  
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
Prolifera)on+associated+protein+2G4+ 44,1+ 1150+ 1,8+ 1,7+
Prolyl+4;hydroxylase+subunit+alpha+2+ 61,3+ 716+ 1,4+ ;2,1+
Protein+S100;A8+ 10,9+ 2243+ 2,0+ ;5,2+
Pyruvat+kinase+isozymesM1/M2+ 58,5+ 710+ 0,9+ 4,5+
Selenium+binding+protein+1+ 53+ 908+ 0,9+ ;1,7+
Serotransferrin+ 79,3+ 369+ 20,8+ ;1,7+
T;complex+protein+1+subunit+eta+ 59,8+ 649+ 3,5+ 2,7+
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
60#kDa#heat#shock#protein,#
mitochondrial# 61,2# 590# 6,3# 2,6#
60#kDa#heat#shock#protein,#
mitochondrial# 61,2# 615# 19,9# 2,3#
60#kDa#heat#shock#protein,#
mitochondrial# 61,2# 630# 5,9# 1,6#
GRP78/BiP# 72,4# 428# 69,7# 2,3#
GRP78/BiP# 72,4# 430# 17,7# 2,2#
GRP78/BiP# 72,4# 442# 4,9# 1,8#
Aldehyde#dehydrogenase,#
mitochondrial# 56,9# 723# 1,1# 2,0#
Aldehyde#dehydrogenase,#
mitochondrial# 56,9# 731# 1,3# 2,6#
Annexin#A7# 53# 924# 2,2# 1,6#
AnFleukoproteinase# 15,2# 590# 0,5# 2,6#
Dermcidin# 11,4# 979# 0,7# 2,0#
Dermcidin# 11,4# 1626# 1,2# H2,4#
DihydropyriminidaseHrelated#protein#
3# 62,3# 491# 0,4# H1,5#
ElongaFon#factor#1#gamma# 49,9# 949# 3,9# 1,9#
Eosinophil#lysophospholipase# 55,1# 2345# 0,5# H5,0#
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In	  den	  Tabellen	  3.9	  bis	  3.11	  sind	  all	  diejenigen	  Proteinspots	  nicht	  mit	  aufgeführt	  worden,	  die	  in	  der	  
Massenspektrometrie	  als	  diverse	  Zytokeratine	  oder	  Hämoglobinuntereinheiten	  identifiziert	  wurden,	  
da	   diese	   beobachteten	   Effekte	   mit	   großer	   Wahrscheinlichkeit	   auf	   in	   einem	   gewissen	   Ausmaß	  
unvermeidbare	   Verunreinigungen	   des	   Gels	   durch	   den	   Untersucher	   (Zytokeratine)	   bzw.	   auf	   in	   den	  
Tumorproben	  vorhandene	  Einblutungen	  (Hämoglobin)	  zurückzuführen	  waren.	  
Zusammenfassend	   konnte	   bei	   Betrachtung	   der	   identifizierten,	   differentiell	   regulierten	   Proteine	  
insbesondere	  eine	  gewisse	  Häufung	  von	  mit	  ER-­‐Stress	   in	  Verbindung	  zu	  bringenden	  Proteinen	   (z.B.	  
Endoplasmin,	  BiP),	  von	  Proteinen	  mit	  Funktionen	  im	  Rahmen	  der	  (Tumor)zellmigration	  und	  -­‐invasion	  
(z.B.	  Hämopexin,	  Hsp70	  1A/1B)	  sowie	  von	  Zytoskelett-­‐assoziierten	  Proteinen	   (z.B.	  Vimentin,	  Faszin,	  
Cytoskeleton-­‐associated	   protein	   4)	   beobachtet	   werden.	   Dies	   lässt	   in	   Zusammenschau	   mit	   bereits	  
publizierten	   Erkenntnissen	   zu	   den	   entsprechenden	   Proteinen	   Vermutungen	   über	   die	   funktionelle	  
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.* emPAI* Average*Ra:o*
Fascin' 55,1' 781' 2,0' 2,2'
Heat'shock'70'kDa'protein'1A/1B' 70,3' 433' 2,4' =2,2'
Heat'shock'70'kDa'protein'1A/1B' 70,3' 437' 9,3' =2,3'
Heat'shock'70'kDa'protein'1A/1B' 70,3' 461' 2,1' =2,4'
Heat'shock'70'kDa'protein'1A/1B' 70,3' 482' 0,7' =2,0'
Heterogeneous'nuclear'
ribonucleoprotein'K' 51,2' 615' 2,9' 2,3'
Heterogeneous'nuclear'
ribonucleoprotein'K' 51,2' 630' 1,1' 1,6'
Histon'H3.2' 15,2' 2234' 1,2' 1,6'
Ig'heavy'chain'V=III'region'VH26' 12,7' 723' 1,0' 2,0'
NicoKnamide'
phosphoribosyltransferase' 55,8' 781' 4,0' 2,2'
PepKdyl=prolyl'cis=trans'isomerase'A' 18,2' 2234' 14,2' 1,6'
Rab'GDP'dissociaKon'inhibitor'beta' 51,1' 924' 9,1' 1,6'
Rab'GDP'dissociaKon'inhibitor'beta' 51,1' 944' 1,3' 1,9'
Stress=70'protein,'mitochondrial' 73,9' 433' 4,2' =2,2'
TrifuncKonal'enzyme'subunit'alpha,'
mitochondrial' 83,7' 428' 1,0' 2,3'
TrifuncKonal'enzyme'subunit'alpha,'
mitochondrial' 83,7' 430' 0,5' 2,2'
TrifuncKonal'enzyme'subunit'alpha,'
mitochondrial' 83,7' 442' 0,8' 1,8'
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Bedeutung	   einer	   SEC62-­‐Überexpression	   bei	   der	   Enstehung	   von	   Krebserkrankungen	   zu,	   welche	   im	  
Diskussionsteil	  dieser	  Arbeit	  aufgegriffen	  und	  eingehender	  diskutiert	  werden	  sollen.	  
	  
	  
	  
3.5.2	  2D-­‐DIGE	  Analyse	  von	  SEC62-­‐überexprimierenden	  Hek293-­‐Zellen	  
	  
Wie	   in	   Kapitel	   3.5.1	   erläutert	   ergab	   die	   differentielle	   Proteomanalyse	   von	   Lungenkarzinom-­‐
Gewebeproben	  einerseits	  und	  den	  entsprechenden	  tumorfreien	  Lungengewebeproben	  andererseits	  
eine	   recht	   große	   Anzahl	   signifikant	   und	   reproduzierbar	   im	   Tumor	   gegenüber	   Normalgewebe	  
regulierter	  Proteine.	  Mit	   einem	  solchen	  Ergebnis	  war	   im	  Vorfeld	   zu	   rechnen,	  da	  es	   sich	  bei	  diesen	  
Probenarten	   um	   je	   nach	   Differenzierungsgrad	   der	   Tumorzellen	   mehr	   oder	   weniger	  
grundverschiedene	   Gewebe	   handelt.	   Um	   näher	   eingrenzen	   zu	   können,	   welche	   der	   bei	  
Frischgewebeproben	  beobachteten	  Effekte	  in	  erster	  Linie	  auf	  einen	  gesteigerten	  Sec62-­‐Proteingehalt	  
zurückzuführen	   sind	   sowie	   um	  möglicherweise	   zusätzliche	   durch	   einen	   solchen	   induzierte	   Effekte	  
beobachten	   zu	   können,	  wurde	   eine	  weitere	   Serie	   von	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   durchgeführt:	   Dabei	  
wurden	   nun	   statt	   Gewebeproben	   die	   Proteome	   von	   kultivierten	   Hek293-­‐Zellen	   miteinander	  
verglichen,	  die	  sich	  einzig	  dadurch	  unterschieden,	  dass	  auf	  der	  einen	  Seite	  eine	  stabile	  Transfektion	  
dieser	   Zellen	  mit	   einem	  die	  SEC62-­‐cDNA	   enthaltenden	   Plasmid	   (pcDNA3-­‐SEC62-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´)	   auf	  
der	   anderen	   Seite	   eine	   stabile	   Transfektion	  mit	   einem	   Leervektorplasmid	   (pcDNA3-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´)	  
erfolgt	  war	  [Linxweiler	  et	  al.	  2012].	  	  
Hierzu	   wurden	   sowohl	   die	   mit	   Leervektor-­‐Plasmid	   transfizierten	   als	   auch	   die	   mit	   SEC62-­‐Plasmid	  
transfizierten	   Zellen	   in	   jeweils	   sechs	   Parallelansätzen	   kultiviert	   und	   24	   Stunden	   nach	   der	  
entsprechend	  dem	  in	  Kapitel	  2.5.4	  beschriebenen	  Verfahren	  durchgeführten	  Transfektion	  geerntet.	  
2x105	   Zellen	   aus	   jedem	   Ansatz	   wurden	   zur	   Kontrolle	   der	   Expression	   des	   plasmidkodierten	   SEC62	  
mittels	  Western	  Blot	  verwendet,	  wobei	   sich	   in	  den	  mit	  SEC62-­‐Plasmid	   transfizierten	  Zellen	  eine	   im	  
Mittel	   drei-­‐	   bis	   vierfache	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   gegenüber	   den	   mit	   LV-­‐Plasmid	  
transfizierten	  Zellen	  zeigte	  (Abb.	  3.25).	  Der	  Rest	  der	  geernteten	  Zellen	  wurde	  für	  die	  Durchführung	  
der	   eigentlichen	   2D-­‐DIGE	   Experimente	   –	   wiederum	   in	   sechsfacher	   Parallelausführung	   und	  
anschließender	   statistischer	   Auswertung	   mit	   der	   DeCyderTM	   Software	   –	   verwendet,	   wobei	   in	   der	  
isoelektrischen	  Fokussierung	   insgesamt	  150	  µg	  Protein	   (50	  µg	  mit	  Fluoreszenzfarbstoffen	  markiert,	  
100	   µg	   unmarkiert)	   pro	   Ansatz	   aufgetragen	   wurden.	   Nach	   zweidimensionaler	   Auftrennung	   und	  
Digitalisierung	  der	  Gele	  zeigte	  sich	  in	  der	  statistischen	  Analyse	  wie	  erwartet	  im	  Vergleich	  zu	  den	  mit	  
Gewebeproben	  durchgeführten	  Experimenten	  trotz	  zahlreicher	  detektierter	  Spots	  (ca.	  2000	  bis	  3000	  
in	  allen	  sechs	  Gelen)	  eine	  weitaus	  geringere	  Anzahl	  regulierter	  Proteine	  (Abb.	  3.26/	  Tab.	  3.12):	  Unter	  
Zugrundelegung	   der	   gängigen	   Kriterien	   für	   relative	   Regulation	   (<-­‐1,5	   oder	   >1,5)	   sowie	   statistische	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Signifikanz	   (t-­‐Test:	   p<0,05)	   und	   unter	   Einbeziehung	   aller	   sechs	   Gele	   bzw.	   18	   Spotmaps	   in	   der	  
statistischen	   Analyse	   konnten	   lediglich	   drei	   signifikant	   und	   reproduzierbar	   regulierte	   Proteine	  
identifiziert	  werden	  (Spot-­‐Nr.	  1258,	  1259	  und	  1457).	  Wendete	  man	  weniger	  stringente	  Kriterien	  an	  
und	  schloss	  –	  unter	  Belassung	  aller	  übrigen	  genannten	  Parameter	  –	  Gel	  2	  bei	  der	  Auswertung	  aus,	  so	  
stieg	  deren	  Anzahl	  auf	  sechs	  (zusätzlich	  Spot-­‐Nr.	  1389,	  1448	  und	  1473).	  Bei	  Reduktion	  der	  Anzahl	  von	  
Spotmaps	  auf	  welchen	  das	  gesuchte	  Protein	  detektierbar	  sein	  sollte	  von	  15	  auf	  9	  kam	  weiterhin	  Spot	  
Nr.	   1325	   hinzu.	   Diese	   sieben	   Proteinspots	   (in	   Abb.	   3.26	   rot	   umrandet)	   wurden	   schließlich	   auf	   die	  
Pickliste	   übernommen	   und	   nach	   Ausstanzen	   aus	   dem	   Pickgel	   einer	   massenspektrometrischen	  
Analyse	   unterzogen,	   deren	   Resultate	   in	   Tab.	   3.12	   dargestellt	   sind.	   Wie	   bereits	   bei	   den	   mit	  
Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinomproben	   durchgeführten	   Experimenten	   war	   unter	   diesen	  
wiederum	   das	   Intermediärfilament	   Vimentin	   zu	   finden,	   das	   hier	   jedoch	   im	   Gegensatz	   zu	   den	   bei	  
Frischgewebeproben	   beobachteten	   Resultaten	   in	   SEC62-­‐überexprimierenden	   Zellen	   herabreguliert	  
zu	  sein	  schien.	  Des	  weiteren	  wurden	  als	  vielversprechende	  Kandidaten	  das	  ebenfalls	  schon	  bei	  den	  in	  
Kapitel	  3.5.1	  beschriebenen	  2D-­‐DIGE-­‐Experimenten	  identifizierte	  Hsp	  70	  1A/1B	  	  gefunden,	  daneben	  
mit	   STIP1	  und	  PP2A	   	   zwei	  weitere	  Proteine	   für	  die	  eine	  Rolle	  bei	  der	  Entstehung	  von	  Lungenkrebs	  
[Walsh	  et	  al	  2011]	  bzw.	  die	  Invasionsfähigkeit	  von	  Krebszellen	  [Rüdiger	  et	  al.	  2011]	  diskutiert	  wird.	  
	  
	  
Abb.	  3.25:	  Kontrolle	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  Hek293-­‐Zellen	  nach	  Transfektion	  mit	  dem	  die	  SEC62-­‐cDNA	  
enthaltenden	   Plasmid	   (pcDNA3-­‐SEC62-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´).	   Im	   oberen	   Bild	   sind	   unterhalb	   der	   Bahnen	   für	   die	  
einzelnen	   Hek293+SEC62	   (D4)	   Ansätze	   die	   Resultate	   der	   relativen	   Quantifizierung	   von	   deren	   Sec62-­‐
Proteingehalt	  im	  Vergleich	  zu	  den	  entsprechenden	  Hek293+LV	  Ansätzen	  mit	  der	  gleichen	  Nummer	  angegeben.	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Abb.	   3.26:	   Nach	   zweidimensionaler	   Auftrennung	   digitalisiertes	  Mastergel.	  Die	   nach	   Auswertung	   aller	   Gele	  
und	  statistischer	  Analyse	  entsprechend	  den	  im	  Haupttext	  erläuterten	  Kriterien	  signifikant	  und	  reproduzierbar	  
regulierten	   Proteinspots	   sind	   rot	   umrandet.	   Diese	   wurden	   anschließend	   ausgestanzt	   und	  
massenspektrometrisch	  analysiert.	  
	  
	  
	  
Tab.	  3.12:	  Liste	  der	  per	  Massenspektrometrie	  identifizierten,	  signifikant	  regulierten	  Proteine.	  Average	  Ratio	  =	  
relative	   Regulation	   in	   mit	   SEC62-­‐cDNA	   enthaltendem	   (pcDNA3-­‐SEC62-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´)	   gegenüber	   mit	  
Leervektor-­‐Plasmid	  (pcDNA3-­‐IRES-­‐GFP-­‐Neo´)	  transfizierten	  Hek293-­‐Zellen.	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Proteinname* Masse*[kDa]* Spot*Nr.** emPAI* Average*Ra:o*
heatshock)70kDa)protein)
1A/1B) 70,3) 1258) 9,75) 1,86)
Kera=n,)Typ)II)cytoskeletal)1) 66,2) 1259) 8,3) 2,56)
StressCinduced)
Phosphoprotein)1) 63,2) 1325) 14,41) 1,55)
Vimen=n) 53,7) 1389) 34,51) C1,55)
Vimen=n) 53,7) 1448) 176,02) C1,53)
Vimen=n) 53,7) 1457) 80,86) C1,83)
Serin/Threonin)
Proteinphosphatase)2A)65)
kDa,)regulatory)subunit)Aα"
65) 1473) 4,21) C1,57)
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3.5.3	  Verifizierung	  der	  2D-­‐DIGE	  Ergebnisse	  durch	  Western	  Blot-­‐	  und	  	  
Immunfluoreszenz-­‐Experimente	  
	  
Da	   die	   2D-­‐DIGE	   Technik	   zwar	   eine	   gute	   Screening-­‐Methode	   zur	   Analyse	   von	   Veränderungen	   auf	  
Proteomebene	   darstellt,	   jedoch	   eine	   hinsichtlich	   der	   beobachteten	   Effekte	   eingeschränkte	  
Aussagefähigkeit	   besitzt,	   müssen	   diese	   in	   der	   Regel	   durch	   weitere,	   meist	   funktionelle	  
Untersuchungen	  bestätigt	  werden.	  So	  sollten	  auch	  die	  vielversprechendsten	  Resultate	  der	  in	  Kapitel	  
3.5.1	  und	  3.5.2	  erläuterten	  2D-­‐DIGE	  Experimente	  einer	  Verifizierung	  in	  kultivierten	  Zellen	  unterzogen	  
werden,	   wobei	   eine	   Kombination	   von	   siRNA-­‐induziertem	   Gensilencing	   und	   Plasmidtransfektion	  
einerseits	  sowie	  Western	  Blot	  und	  Immunfluoreszenzfärbung	  andererseits	  zum	  Einsatz	  kam.	  	  	  
Als	  in	  diesem	  Sinne	  potentester	  Kandidat	  wurde	  Vimentin	  ausgewählt,	  da	  sich	  dieses	  Protein	  in	  allen	  
drei	   durchgeführten	   2D-­‐DIGE	   Versuchen	   –	  wenn	   auch	   leider	   nicht	  mit	   konsistenter	   Richtung	   –	   als	  
reguliert	   erwiesen	   hatte:	  Während	   in	   den	   Adeno-­‐	   und	   Plattenepithelkarzinomgewebeproben	   eine	  
mit	   erhöhtem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   einhergehende	   Steigerung	   auch	   des	   Vimentingehaltes	   zu	  
beobachten	   war,	   so	   zeigte	   sich	   in	   mit	   SEC62-­‐Plasmid	   transfizierten	   ein	   gegenüber	   mit	   LV-­‐Plasmid	  
transfizierten	   Hek293-­‐Zellen	   vermindertes	   Vimentinsignal	   (Abb.	   3.27).	   Durch	   Anwendung	   der	  
genannten	   Techniken	   sowohl	   in	   Hek293-­‐	   als	   auch	   in	   HeLa-­‐Zellen	   sollte	   in	   den	   im	   Folgenden	  
erläuterten	  Experimenten	  nun	  geklärt	  werden	  
	  
a) ob	  sich	  überhaupt	  ein	  signifikanter	  Effekt	  einer	  Änderung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  den	  
Vimentin-­‐Gehalt	  der	  Zellen	  reproduzieren	  lässt	  und	  
b) wenn	   ja,	   ob	   es	   sich	   um	   eine	   in	   Relation	   zu	   Sec62	   gleich-­‐	   oder	   gegensinnige	   Regulation	  
handelt.	  
	  
In	   einem	   ersten	   Schritt	   wurden	   mit	   Hek293-­‐Zellen,	   die	   zuvor	   stabil	   mit	   einem	   die	   SEC62-­‐cDNA	  
enthaltenden	   Plasmid,	   einem	   Leervektor-­‐Plasmid	   oder	   aber	   überhaupt	   nicht	   transfiziert	   worden	  
waren	   (zur	  Methodik	  der	  stabilen	  Plasmidtransfektion	  siehe	   [Linxweiler	  et	  al.	  2012]),	  entsprechend	  
dem	   in	   Kapitel	   2.5.5	   erläuterten	   Protokoll	   Immunfluoreszenz-­‐Doppelfärbungen	   mit	   paralleler	  
Detektion	  von	  Sec62	  sowie	  Vimentin	  durchgeführt	  (Abb.	  3.28).	  	  
Bei	   Begutachtung	   der	   gefärbten	   Präparate	   mit	   dem	   Fluoreszenzmikroskop	   zeigte	   sich	   in	   den	   mit	  
SEC62-­‐Plasmid	  transfizierten	  gegenüber	  den	  mit	  LV-­‐Plasmid	  bzw.	  untransfizierten	  Zellen	  ein	  deutlich	  
stärkeres	  Sec62-­‐Signal	  (Abb.	  3.28	  untere	  Reihe,	  alle	  Aufnahmen	  wurden	  bei	  gleicher	  Belichtungszeit	  
und	   -­‐intensität	   durchgeführt).	   Ebenso	   war	   eine	   moderate	   aber	   erkennbare	   Steigerung	   auch	   des	  
Vimentingehaltes	   in	  den	  mit	  SEC62-­‐Plasmid	  transfizierten	  Zellen	  (Abb.	  3.28	  obere	  Reihe)	  und	  damit	  
ein	   im	  Vergleich	  zu	  den	  2D-­‐DIGE	  Daten	  gegensätzliches	  Ergebnis	  erkennbar.	  Darüber	  hinaus	  schien	  
das	   Vimentinsignal	   in	   mit	   SEC62-­‐	   und	   LV-­‐Plasmid	   transfizierten	   Zellen	   gegenüber	   untransfizierten	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Zellen,	  bei	  welchen	  es	  sich	  eher	  an	  einem	  Punkt	  peri-­‐	  bzw.	  paranukleär	  konzentrierte,	  gleichmäßiger	  
im	   Zytoplasma	   verteilt	   zu	   sein.	   Dabei	   muss	   jedoch	   angemerkt	   werden,	   dass	   in	   Hek293-­‐Zellen	  
aufgrund	  der	  vergleichsweise	  hohen	  Kern-­‐Plasma-­‐Relation	  nur	  eine	  eingeschränkte	  Beurteilung	  der	  
Signalmorphologie	  möglich	  ist.	  	  
	  
	  
	  
Abb.	  3.27:	  Signifikante	  Regulation	  des	  Vimentin-­‐Gehaltes	   in	  den	  durchgeführten	  2D-­‐DIGE	  Experimenten.	   In	  
allen	   drei	   durchgeführten	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   konnte	   Vimentin	   als	   ein	   signifikant	   und	   reproduzierbar	  
reguliertes	   Protein	   identifiziert	  werden.	  Während	   sich	  bei	   Plattenepithel-­‐	   und	  Adenokarzinomgewebeproben	  
gegenüber	   dem	   entsprechenden	   tumorfreien	   Lungengewebe	   eine	   Steigerung	   des	   Vimentin-­‐Gehaltes	   zeigte	  
(obere	   und	   mittlere	   Reihe),	   so	   resultierte	   eine	   artifizielle	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   durch	  
Plasmidtransfektion	   in	  Hek293-­‐Zellen	   in	   einem	  verminderten	  Vimentin-­‐Gehalt	   (untere	   Reihe).	   Auf	   der	   linken	  
Seite	  der	  Abbildung	  sind	  die	  dreidimensional	   rekonstruierten	  Fluoreszenzsignale	  der	  Vimentin-­‐Spots	  auf	  dem	  
jeweiligen	  Mastergel	  rot	  umrandet,	  auf	  der	  rechten	  Seite	  ist	  die	  jeweilige	  Änderung	  	  des	  Vimentin-­‐Gehaltes	  bei	  
den	   im	   Rahmen	   des	   entsprechenden	   Experimentes	   miteinander	   verglichenen	   Proben	   gezeigt.	   Dabei	  
repräsentiert	  jede	  Linie	  das	  Resultat	  jeweils	  eines	  der	  in	  die	  Auswertung	  übernommenen	  Parallelansätze	  bzw.	  
Gele.	   PEC	   =	   Plattenepithelkarzinom,	   AC	   =	   Adenokarzinom,	   LV	   =	   mit	   Leervektorplasmid	   transfizierte	   Zellen,	  
SEC62	  =	  mit	  SEC62-­‐Plasmid	  transfizierte	  Zellen	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Abb.	   3.28:	   Auswirkung	   einer	   durch	   Plasmidtransfektion	   induzierten	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	  
auf	  Morphologie	   und	   Intensität	   des	   Vimentinsignals	   in	   Hek293-­‐Zellen.	  Hek293-­‐Zellen,	   die	   zuvor	   stabil	   mit	  
einem	  die	  SEC62-­‐cDNA	  enthaltendem	  (IRES-­‐GFP-­‐SEC62),	  einem	  Leervektor-­‐Plasmid	  (IRES-­‐GFP-­‐LV)	  oder	  aber	  gar	  
nicht	  transfiziert	  worden	  waren,	  wurden	  in	  6cm-­‐Zellkulturschalen	  kultiviert,	  auf	  Deckgläschen	  übertragen	  und	  
anschließend	  mit	   Antikörpern	   gegen	   Sec62	  und	  Vimentin	   inkubiert.	  Diese	  waren	   entweder	   direkt	  mit	   einem	  
Fluoreszenzfarbstoff	   markiert	   (Vimentin-­‐Cy3,	   obere	   Reihe)	   oder	   wurden	   mit	   einem	   fluoreszenzmarkierten	  
Sekundärantikörper	   (Sec62,	   anti-­‐Rabbit	   Alexa488,	   untere	   Reihe)	   visualisiert.	   Nach	   Übertragen	   der	   auf	   diese	  
Weise	   behandelten,	   zellbewachsenen	   Deckgläser	   auf	   Objektträger	   folgte	   deren	   Begutachtung	   unter	   dem	  
Fluoreszenzmikroskop	   durch	   Anregung	   mit	   Licht	   der	   entsprechenden	   Wellenlängen.	   Die	   Bilder	   stellen	  
repräsentative	  Mikrofotografien	  der	  Präparate	  in	  400facher	  Vergrößerung	  dar.	  IRES	  =	  internal	  ribosomal	  entry	  
site,	  GFP	  =	  green	   fluorescent	  protein,	   LV	  =	   Leervektor,	  D4	  =	  Bezeichung	  einer	  bestimmten,	   stabil	  mit	  SEC62-­‐
Plasmid	  transfizierten	  Hek293-­‐Zelllinie	  
	  
	  
Um	   eine	   verlässlichere	   und	   besser	   quantifizierbare	   Aussage	   hinsichtlich	   der	   Veränderungen	   von	  
Sec62-­‐	   und	   Vimentingehalt	   nach	   SEC62-­‐Plasmidtransfektion	   zu	   erhalten	   als	   dies	   mit	  
Immunfluoreszenz-­‐Untersuchungen	   möglich	   ist,	   wurden	   sowohl	   von	   mit	   SEC62-­‐	   als	   auch	   mit	   LV-­‐
Plasmid	   transfizierten	   Hek293-­‐Zellen	   jeweils	   7x105	   Zellen	   für	   quantitative	   Western	   Blot	  
Untersuchungen	   verwendet	   (Abb.	   3.29).	   Dabei	   wurde	   für	   beide	   Zellpopulationen	   jeweils	   eine	  
sechsstufige	   Titrationsreihe	   auf	   dem	   Gel	   aufgetragen,	   um	   anhand	   der	   Linerität	   der	   gemessenen	  
Antikörpersignale	   abschätzen	   zu	   können,	   inwieweit	   sich	   aus	   diesen	   unter	   den	   gegebenen	  
experimentellen	   Bedingungen	   eine	   valide	   quantitative	   Aussage	   ableiten	   lässt.	   Bei	   der	   Analyse	   der	  
digitalisierten	  Western	  Blots	  zeigte	  sich	  bei	  allen	  für	  die	  Auswertung	  verwendeten	  Antikörpersignale	  
eine	   sehr	   gute	   Linearität	   (GAPDH	   wurde	   aufgrund	   des	   im	   Vergleich	   zu	   β-­‐Actin	   strenger	   linearen	  
Bindungsverhaltens	   sowie	   der	   insgesamt	   stärkeren	   Signalintensität	   als	   Ladekontrolle	   verwendet),	  
sodass	  anhand	  dieser	  ein	  valider	  Rückschluss	  von	  der	  gemessenen	  Signalstärke	  auf	  die	  in	  der	  Probe	  
vorhandene	   Proteinmenge	   möglich	   war.	   Die	   vergleichende,	   quantitative	   Auswertung	   der	  
Sec62/GAPDH	   sowie	   Vimentin/GAPDH	   Quotienten	   für	   die	   verschiedenen	   Titrationsstufen	   ergab	  
zwar,	  eine	  effektive	  Plasmidtransfektion	  nahelegend,	  eine	  mehr	  als	  zehnfache	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐
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Gehaltes	   in	   den	   mit	   SEC62-­‐Plasmid	   gegenüber	   den	   mit	   LV-­‐Plasmid	   transfizierten	   Hek293-­‐Zellen	  
jedoch	  einen	  lediglich	  marginalen	  Unterschied	  im	  Vimentin-­‐Gehalt	  (Abb.	  3.29).	  	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	  3.29:	  Vergleich	  des	  Vimentingehaltes	  in	  stabil	  mit	  LV-­‐	  bzw.	  SEC62-­‐Plasmid	  transfizierten	  Hek293-­‐Zellen	  
mittels	   quantitativer	   Western	   Blot	   Untersuchungen.	   Sowohl	   mit	   LV-­‐	   als	   auch	   mit	   SEC62-­‐Plasmid	   stabil	  
transfizierte	   Hek293-­‐Zellen	   wurden	   entsprechend	   den	   Angaben	   in	   Kapitel	   2.4.1.1	   aufgeschlossen,	   das	  
gewonnene	  Lysat	  in	  Titrationsreihen	  in	  einem	  12,5%	  SDS-­‐Gel	  elektrophoretisch	  aufgetrennt	  und	  nach	  Blotten	  
der	   Proteine	   auf	   eine	   PVDF-­‐Membran	   der	   Gehalt	   an	   Sec62,	   Vimentin,	   GAPDH	   und	   β-­‐Actin	   mit	   spezifischen	  
Antikörpern	   detektiert.	   GAPDH	   und	   β-­‐Actin	   dienten	   dabei	   als	   Ladekontrolle	   wobei	   letztendlich	   GAPDH	  
aufgrund	  eines	  insgesamt	  stärkeren	  und	  exakter	   linearen	  Signalverhaltens	  zur	  Quantifizierung	  der	  Sec62-­‐	  und	  
Vimentin-­‐Signale	   verwendet	   wurde.	   Im	   Rahmen	   dieser	   wurden	   Quotienten	   aus	   dem	   Signal	   des	   jeweiligen	  
Zielproteins	  (Sec62	  oder	  Vimentin)	  und	  dem	  GAPDH-­‐Signal	  als	  interner	  Kontrolle	  gebildet.	  Aus	  den	  hierbei	  für	  
die	   in	   den	   einzelnen	   Titrationsstufen	   erhaltenen	   Ergebnissen	   wurden	   anschließend	   Mittelwerte	   und	  
Standartabweichungen	   berechnet	   und	   für	   die	   beiden	   untersuchten	   Zellpopulationen	   einander	  
gegenübergestellt:	   Während	   eine	   starke,	   durch	   die	   Plasmidtransfektion	   bedingte	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	   in	  mit	   SEC62-­‐Plasmid	   transfizierten	   Zellen	   gegenüber	  mit	   LV-­‐Plasmid	   transfizierten	   Zellen	   zu	  
beobachten	   war,	   so	   ließ	   sich	   für	   den	   Vimentingehalt	   in	   den	   beiden	   Zellpopulationen	   kein	   signifikanter	  
Unterschied	  feststellen.	  LV	  =	  Leervektor-­‐Plasmid,	  SEC62	  =	  SEC62-­‐Plasmid	  
	  
	  
Somit	  ließ	  sich	  für	  Hek293-­‐Zellen	  weder	  das	  im	  entsprechenden	  2D-­‐DIGE	  Versuch	  erhaltene	  Ergebnis	  
bestätigen	  noch	   (evtl.	  mit	  Ausnahme	  der	   Immunfluoreszenz-­‐Experimente)	   ein	  erkennbarer	   Einfluss	  
von	   Sec62	   auf	   den	   Vimentingehalt	   dieser	   Zellen	   nachweisen.	   Da	   die	   Ergebnisse	   der	  
Verifizierungsversuche	   unter	   Verwendung	   von	   Hek293-­‐Zellen	   einerseits	   aufgrund	   der	   Inkonsistenz	  
ihrer	   Ergebnisse	   mehr	   neue	   Fragen	   aufgeworfen	   als	   bestehende	   beantwortet	   hatten	   und	   es	   sich	  
	  	  	  	  _____________________________________________	  Ergebnisse	  ____________________________________________	  
	   	  
	   133	  
andererseits	  bei	  dieser	  Zelllinie	  weder	  um	  streng	  epitheliale	  noch	  um	  Krebszellen	  und	  damit	  ein	  für	  
die	   vorliegende	   Fragestellung	  möglicherweise	   suboptimales	  Modellsystem	   handelt,	   sollten	  weitere	  
Experimente	   zur	   Verifizierung	   der	   2D-­‐DIGE	   Ergebnisse,	   diesmal	   mit	   HeLa-­‐Zellen,	   durchgeführt	  
werden.	  
Hierbei	  wurden	   zunächst	  parallel	   sechs	  Ansätze	   von	  HeLa-­‐Zellen	   in	  6cm	  Zellkulturschalen	   kultiviert	  
und	   einer	   Behandlung	   in	   Form	   diverser	   Kombinationen	   aus	   transienter	   Transfektion	   mit	   SEC62-­‐
Plasmid	  oder	  deren	  Auslassen	  einerseits	  und	  einer	  Zugabe	  von	  von	  SEC62	  UTR-­‐siRNA,	  Kontroll-­‐siRNA	  
oder	  keiner	  siRNA-­‐Zugabe	  andererseits	  unterzogen:	  	  	  
	  
• Ansatz	  1:	  kein	  Plasmid,	  SEC62	  UTR-­‐siRNA	  
• Ansatz	  2:	  kein	  Plasmid,	  Kontroll-­‐siRNA	  
• Ansatz	  3:	  kein	  Plasmid,	  keine	  siRNA	  
• Ansatz	  4:	  SEC62-­‐Plasmid,	  keine	  siRNA	  
• Ansatz	  5:	  SEC62-­‐Plasmid,	  SEC62	  UTR-­‐siRNA	  
• Ansatz	  6:	  SEC62-­‐Plasmid,	  Kontroll-­‐siRNA	  
	  
24	  Stunden	  nach	  der	  letzten	  Transfektion	  mit	  Plasmid	  bzw.	  siRNA	  wurden	  die	  Zellen	  geerntet,	  gezählt	  
und	  das	  Lysat	  von	  jeweils	  2,5x105	  Zellen	  aus	  den	  Ansätzen	  1	  bis	  6	  für	  Western	  Blot	  Experimente	  mit	  
paralleler	   Detektion	   von	   Sec62,	   Vimentin,	   GAPDH	   und	   β-­‐Actin	   verwendet.	   Im	   digitalisierten	   Blot	  
(Abb.	  3.30)	   ließ	   sich	  dabei	   zunächst	  erkennen,	  dass	  anhand	  des	  weitgehend	  gleichmäßigen	  β-­‐Actin	  
Signals	   (GAPDH	   lieferte	   nur	   sehr	   schwache	   bis	   kaum	   erkennbare	   Banden)	   eine	   homogene	   Zellzahl	  
aufgetragen	   wurden	   und	   dass	   die	   anhand	   der	   jeweiligen	   Kombination	   aus	   Plasmid-­‐	   und	   siRNA-­‐
Transfektion	   erwarteten	   Veränderungen	   hinsichtlich	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   der	   einzelnen	  
Ansätze	  deutlich	  sichtbar	  waren	  (die	  Ansätze	  sind	  im	  Blot	  in	  Abb.	  3.30	  von	  Nr.	  1	  ganz	  links	  bis	  Nr.	  6	  
ganz	  rechts	  angeordnet):	  	  
	  
• Ansatz	  1:	  keine	  erkennbare	  Sec62-­‐Bande	  bei	  Behandlung	  ausschließlich	  mit	  SEC62	  UTR-­‐siRNA	  
• Ansatz	   2+3:	   schwache	   Sec62-­‐Bande,	   in	   beiden	   Fällen	   keine	   Plasmidbehandlung,	   kein	  
erkennbarer	  Unterschied	  zwischen	  mit	  Behandlung	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  und	  fehlender	  siRNA-­‐
Zugabe	  
• Ansatz	  4:	  sehr	  starke	  Sec62-­‐Bande	  bei	  Behandlung	  ausschließlich	  mit	  SEC62-­‐Plasmid	  
• Ansatz	   5:	   bei	   paralleler	   Behandlung	  mit	  SEC62-­‐Plasmid	  und	  SEC62	  UTR-­‐siRNA	   Sec62-­‐Bande	  
deutlich	   schwächer	   als	   bei	   reiner	   Plasmidtransfektion,	   jedoch	   auch	   deutlich	   stärker	   als	   bei	  
gänzlich	  unbehandelten	  Zellen	  (Ansatz	  3)	  	  
• Ansatz	   6:	   sehr	   starke	   Sec62-­‐Bande	   bei	   Behandlung	  mit	   SEC62-­‐Plasmid	   und	   Kontroll-­‐siRNA,	  
Intensität	  vergleichbar	  mit	  reiner	  SEC62-­‐Plasmid	  Behandlung	  (Ansatz	  4)	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Jedoch	  ließ	  sich	  trotz	  diesen	  gravierend	  unterschiedlichen	  Sec62-­‐Signalen	  in	  den	  einzelnen	  Ansätzen	  
keine	  erkennbare	  Differenz	   im	  Bereich	  der	  Vimentin-­‐Signale	  erkennen,	  die	  hier	  von	  einer	  Variation	  
des	  Sec62-­‐Gehaltes	  gänzlich	  unbeeinflusst	  zu	  sein	  schienen.	  	  
Wie	   schon	  bei	  den	  entsprechenden	  Versuchen	  mit	  Hek293-­‐Zellen	  beschrieben,	   so	   sollten	  auch	  mit	  
HeLa-­‐Zellen	   neben	   Western	   Blot	   zusätzlich	   Immunfluoreszenzexperimente	   durchgeführt	   werden,	  
wobei	   hier	   aufgrund	   des	   deutlich	   größeren	   Zytoplasmaanteils	   im	   Vergleich	   zu	   Hek293-­‐Zellen	   eine	  
deutlich	   bessere	   Beurteilbarkeit	   der	   erhaltenen	  Antikörpersignale	   zu	   erwarten	  war.	   Parallel	   zu	   der	  
bereits	   bei	   Hek293-­‐Zellen	   beschriebenen	   Vorgehensweise	   wurden	   hierbei	   mit	   SEC62-­‐Plasmid	  
transfizierte	   Zellen	   einerseits	   und	   mit	   LV-­‐Plasmid	   transfizierte	   Zellen	   andererseits	   hinsichtlich	   der	  
immunologisch	   detektierbaren	   Signale	   für	   Sec62	   und	   Vimentin	   miteinander	   verglichen.	   Im	  
Unterschied	   zu	   den	   mit	   Hek293-­‐Zellen	   durchgeführten	   Experimenten	   erfolgte	   die	  
Plasmidtransfektion	  jedoch	  nicht	  stabil	  sondern	  transient.	  Da	   in	  den	  in	  dieser	  Arbeit	  beschriebenen	  
(siehe	   3.5.1	   +	   3.5.2)	   sowie	   weiteren	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   zur	   Identifizierung	   von	   Sec62-­‐
Interaktionspartnern	   bzw.	   Sec62-­‐abhängiger	   Transportsubstrate	   immer	   wieder	   Zytoskelettproteine	  
identifiziert	   werden	   konnten	   [Markus	   Greiner,	   persönliche	   Mitteilung],	   wurden	   die	   untersuchten	  
HeLa-­‐Zellen	   in	   diesem	   Versuch	   zusätzlich	   zu	   den	   Sec62-­‐	   und	   Vimentin-­‐Antikörpern	   mit	   an	   den	  
Fluoreszenzfarbstoff	   FITC	   (Fluoresceinisothiocyanat)	   gekoppeltem	   Phalloidin	   inkubiert.	   Mit	   diesem	  
Toxin	   des	   grünen	   Knollenblätterpilzes,	   das	   sich	   durch	   eine	   spezifische	   und	   hochaffine	   Bindung	   an	  
filamentäres	   Aktin	   (F-­‐Aktin)	   auszeichnet,	   sollte	   zusätzlich	   untersucht	   werden,	   ob	   es	   unter	   Sec62-­‐
Einfluss	   zu	   einer	   fluoreszenzmikroskopisch	   erkennbaren	   Umorganisation	   des	   Aktin-­‐Zytoskeletts	  
kommt.	  	  
	  
	  
Abb.	   3.30:	   Untersuchung	   des	   Effekts	   einer	   transienten	   Transfektion	   mit	   SEC62-­‐Plasmid,	   eines	   SEC62-­‐
Silencings	   sowie	   einer	   Kombination	   dieser	   beiden	   Verfahren	   auf	   den	   Vimentingehalt	   in	   HeLa-­‐Zellen.	  
Während	   der	   durch	   die	   entsprechende	   Vorbehandlung	   (Plasmidtransfektion/	   Gensilencing)	   induzierte	   Effekt	  
anahnd	   der	   Sec62-­‐Signale	   jeweils	   deutlich	   sichtbar	   war,	   zeigten	   die	   Vimentin-­‐Banden	   scheinbar	   unabhängig	  
von	   diesem	   eine	   nahezu	   konstante	   Signalstärke.	   UTR	   =	   gegen	   die	   untranslatierte	   Region	   der	   SEC62-­‐mRNA	  
gerichtete	  siRNA,	  scrbl.	  =	  Kontroll-­‐siRNA	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Abb.	   3.31:	   Einfluss	   einer	   transienten	   Transfektion	   mit	   SEC62-­‐	   bzw.	   LV-­‐Plasmid	   auf	   Vimentingehalt-­‐	   und	  
morphologie	  sowie	  die	  Struktur	  des	  Aktin-­‐Zytoskeletts	  in	  HeLa-­‐Zellen.	  Nach	  Kultivierung	  und	  Transfektion	  mit	  
SEC62-­‐	   oder	   LV-­‐Plasmid	   oder	   unter	   Auslassen	   einer	   Plasmidtransfektion	   wurden	   die	   auf	   diese	   Weise	  
vorbehandelten	  HeLa-­‐Zellen	  einer	  Immunfluoreszenzfärbung	  unterzogen.	  Bei	  dieser	  wurde	  Sec62	  durch	  einen	  
spezifischen	   Primär-­‐	   sowie	   einen	   fluoreszenzmarkierten	   Sekundärantikörper,	   Vimentin	   durch	   einen	   direkt	  
fluoreszenzmarkierten	  Primärantikörper	  sowie	  filamentäres	  Aktin	  (F-­‐Aktin)	  durch	  mit	  dem	  Fluoreszenzfarbstoff	  
FITC	   markiertes	   Phalloidin	   angefärbt.	   Während	   der	   Effekt	   der	   SEC62-­‐Plasmidtransfektion	   in	   Form	   eines	  
gesteigerten	  Sec62-­‐Proteingehaltes	   sowohl	   in	   Immunfluoreszenz	  als	   auch	  Western	  Blot	   gut	   zu	  erkennen	  war	  
(B),	  so	  zeigte	  sich	  auch	  in	  diesen	  Experimenten	  bei	  keinem	  der	  beiden	  Verfahren	  eine	  signifikante	  quantitative	  
oder	  qualitative	  Veränderung	  des	  Vimentin-­‐Signals	   im	  Vergleich	   zu	  mit	   LV-­‐Plasmid	   transfizierten	  HeLa-­‐Zellen	  
(A).	   Auch	   die	   Struktur	   und	   Stärke	   des	   F-­‐Aktin-­‐Signals	   schienen	   sich	   nicht	   erkennbar	   zwischen	   den	   beiden	  
Zellpopulationen	  zu	  unterscheiden	  (A).	  LV	  =	  LV-­‐Plasmid,	  SEC62	  =	  SEC62-­‐Plasmid	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Den	   Erfahrungen	   aus	   vorherigen	   Versuchen	   entsprechend	   ließ	   sich	   auch	   in	   diesem	   Fall	   der	  
Unterschied	   im	   Sec62-­‐Proteingehalt	   zwischen	  mit	   SEC62-­‐	   und	  mit	   LV-­‐Plasmid	   transfizierten	   Zellen	  
anhand	   der	   Immunfluoreszenzsignale	   gut,	   in	   dem	   parallel	   ebenfalls	   zur	   Kontrolle	   der	  
Transfektioneffizienz	  durchgeführten	  Western	  Blot	  Experiment	  sehr	  deutlich	  erkennen	  (Abb.	  3.31	  B).	  
Jedoch	   konnte	   auch	   hier	   –	   trotz	   im	   Vergleich	   zu	   Hek293-­‐Zellen	   deutlich	   besser	   auswertbaren	  
Signalen	  –	  weder	  bei	  den	  Vimentin-­‐	  noch	  bei	  den	  F-­‐Aktin-­‐Signalen	  ein	  erkennbarer	  quantitativer	  oder	  
qualitativer/morphologischer	  Unterschied	  zwischen	  den	  beiden	  Zellpopulationen	  festgestellt	  werden	  
(Abb.	   3.31	   A).	   Erwartungsgemäß	   zeigte	   sich	   für	   Vimentin	   eine	   perinukleär,	   für	   F-­‐Aktin	   eine	  
zytoplasmatisch	  bis	  zellmembrannah	  betonte	  Lokalisation.	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4.	  Diskussion	  
	  
4.1	  Methodische	  Voruntersuchungen	  und	  Konzeption	  der	  	  
	   qRT-­‐PCR-­‐	  und	  IHC-­‐Experimente	  
	  
Die	   quantitative	   real-­‐time	   RT-­‐PCR	   (qRT-­‐PCR)	   ist	   eine	   mittlerweile	   sehr	   häufig	   angewandte	   und	   in	  
zahlreichen	   Laboratorien	   zur	   Verfügung	   stehende	   Methode,	   um	   die	   Expression	   von	   Genen	   unter	  
Verwendung	   verschiedenster	   Ausgangsmaterialien	   (Frischgewebe,	   FFPE-­‐Gewebe,	   kultivierte	   Zellen,	  
Pflanzen,	   Blut	   u.a.)	   mit	   sehr	   hoher	   Sensitivität	   zu	   analysieren.	   Entsprechend	   hat	   die	   Zahl	   der	  
Publikationen	   in	  denen	  die	  qRT-­‐PCR	  zur	  Verwendung	  kam	  seit	   ihrer	  Entdeckung	   in	  den	  90er	  Jahren	  
enorm	   zugenommen,	   der	   Übergang	   von	   einer	   experimentellen	   Technik	   hin	   zur	   breiten	  
wissenschaftlichen	  und	  auch	  klinischen	  Anwendung	  ist	  längst	  vollzogen.	  In	  letzter	  Zeit	  wurden	  jedoch	  
zunehmend	   Bedenken	   hinsichtlich	   des	   selbst	   in	   hochrangigen	   Publikationen	   recht	   unkritischen	  
Umgangs	   mit	   den	   in	   nicht	   unbeträchtlicher	   Zahl	   vorhandenen	   potentiellen	   Fehlerquellen	   bei	  
Verwendung	   der	   qRT-­‐PCR	   sowie	   einer	   uneinheitlichen	   und	   oft	   lückenhaften	   Angabe	   der	   genauen	  
experimentellen	  Bedingungen	  geäußert	   [Bustin	  und	  Nolan	  2004;	  Huggett	  et	  al.	  2005;	  Guénin	  et	  al.	  
2009].	  Vor	  diesem	  Hintergrund	  wurden	  2009	  von	  einem	  Konsortium	  internationaler	  Wissenschaftler	  
die	  sog.	  „MIQE-­‐Guidelines“	  (MIQE	  =	  Minimum	  Information	  for	  Publication	  of	  Quantitative	  Real-­‐Time	  
PCR	   Experiments)	   formuliert	   [Bustin	   et	   al.	   2009],	   die	   als	   Richtlinie	   für	   eine	   methodisch	   valide	  
Konzeption	   von	   qRT-­‐PCR	   Experimenten	   sowie	   für	   eine	   transparente	   und	   objektiv	   beurteilbare	  
Darstellung	  der	  entsprechenden	  Ergebnisse	  in	  Veröffentlichungen	  dienen	  sollen.	  Soweit	  aus	  Sicht	  des	  
Autors	   für	   die	   im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   durchgeführten	   qRT-­‐PCR	   Experimente	   nötig	   und	   möglich	  
sollten	  die	  zentralen,	  in	  den	  „MIQE-­‐Guidelines“	  formulierten	  Kriterien	  –	  wie	  im	  Folgenden	  erläutert	  –	  
weitestgehend	   eingehalten	   werden.	   So	   wurden,	   zunächst	   die	   qRT-­‐PCR	   Experimente	   unter	  
Verwendung	   der	   Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	   (Kapitel	   3.2.1)	   betrachtend,	   ausschließlich	  
qualitativ	  hochwertige	  und	  durch	  histologische	  Begutachtung	  hinsichtlich	  eines	  ausreichend	  großen	  
Tumorzellgehaltes	  validierte	  Gewebeproben	  eingesetzt,	  eine	  DNase-­‐Behandlung	  in	  das	  Protokoll	  der	  
RNA-­‐Isolierung	   eingeschlossen,	   deren	   Reinheit	   und	   Integrität	   durch	   Spekrophotometrie	   bzw.	  
Kapillargelelektrophorese	   analysiert,	   die	   reverse	   Transkription	   mit	   gegenüber	   Random	   Hexamers	  
deutlich	  mRNA-­‐spezifischeren	  Oligo-­‐dT12-­‐18	  Primern	  und	  stets	  gleichen	  Ausgangsmengen	  an	  gesamt-­‐
RNA	  (5	  µg)	  durchgeführt	  sowie	  die	  cDNA	  vor	  Einsatz	  in	  der	  PCR	  nochmals	  gereinigt	  und	  auf	  Reinheit	  
und	  Konzentration	  hin	  überprüft	   (Kapitel	  2.3.1	  bis	  2.3.4).	  Die	  RNA	  Integrity	  Number	  (RIN)	   lag	  dabei	  
mit	  Werten	   zwischen	   4	   und	   7	   (Abb.	   2.5)	   zwar	   für	   Frischgewebeproben	   in	   einem	   relativ	   niedrigen,	  
wenn	   auch	   für	   die	   durchgeführten	   Untersuchungen	   absolut	   ausreichenden	   und	   im	   Verhältnis	   zu	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anderen	   Ausgansmaterialien	   vergleichsweise	   guten	   Bereich.	   Diese	   beginnende	   RNA-­‐Degradation	  
dürfte	   am	   ehesten	   auf	   die	   Verwendung	   der	   Proben	   durch	   mehrere	   Untersucher	   und	   das	   damit	  
einhergehende,	  wiederholte	  Auftauen	  und	  wieder	  Einfrieren	  der	  Proben	  zurückzuführen	  sein.	  Durch	  
einen	   besser	   geplanten	   und	   zwischen	   den	   einzelnen	   Untersuchern	   koordinierten	   Ablauf	   –	  
beispielsweise	   direkte	   Aufteilung	   der	   Gewebeproben	   in	   mehrere	   „Aliquots“	   und	   sofortige	  
Anfertigung	  eines	  Kryoschnittes	  zur	  histologischen	  Begutachtung	  direkt	  nach	  Eingang	  des	  Resektates	  
in	   der	   Pathologie	   –	   sollten	   sich	   diese	   Probleme	   in	   zukünftigen	   Studien	   vermeiden	  und	  die	   RIN	   auf	  
Werte	   nahe	   10	   steigern	   lassen.	   Wie	   bereits	   angesprochen	   wurde	   durch	   die	   histologische	  
Begutachtung	   eines	   von	   jeder	   Frischgewebeprobe	   angefertigten,	   HE-­‐gefärbten	   	   Kryoschnittes	  
sichergestellt,	  dass	  nur	  solche	  Proben	  in	  den	  nachfolgenden	  Experimenten	  zur	  Verwendung	  kamen,	  
die	   einen	   Tumorzell-­‐Anteil	   >80%	   aufwiesen.	   Nichtsdestotrotz	   gab	   es	   innerhalb	   dieser	   Gruppen	  
gewisse	   Schwankungen	   hinsichtlich	   des	   Anteils	   und	   der	   Art	   nichtneoplastischer	   Zellen	   (z.B.	  
inflammatorische	   Infiltrate,	  mesenchymale	  Zellen,	  Erythrozyten	  bei	  Einblutungen,	  Anthrakophagen)	  
sowie	   der	   Zelldichte	   innerhalb	   des	   Tumoranteils,	   die	   zu	   einer	   –	   jedoch	   sehr	   wahrscheinlich	   nicht	  
signifikanten	   –	   Verfälschung	   der	   Ergebnisse	   durch	   Kontamination	   mit	   nicht	   von	   Karzinomzellen	  
stammender	   mRNA	   oder	   einem	   unterschiedlichen	   Verhältnis	   zwischen	   Tumor-­‐mRNA	   und	   nicht-­‐
Tumor-­‐mRNA	  geführt	  haben	  könnten	  (Abb.	  4.1).	  Vermeiden	  ließen	  sich	  solche	  Probleme	  am	  ehesten	  
mittels	  einer	  vor	  der	  RNA-­‐Isolierung	  unter	  dem	  Mikroskop	  durchgeführten	  Laser-­‐Mikrodissektion	  von	  
aus	   der	   Probe	   angefertigten	   Schnitten	   [Emmert-­‐Buck	   et	   al.	   2006],	   durch	   die	   gezielt	   nur	   die	  
Tumorzellen	   aus	   diesem	   herausgelöst	   und	   dann	   in	   den	   nachfolgenden	   Schritten	  weiterverarbeitet	  
werden.	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   4.1:	   Heterogenität	   der	   analysierten	   Tumor-­‐Gewebeproben	   hinsichtlich	   Tumorzellgehalt	   und	  
Kontamination	   mit	   nicht-­‐tumorösen	   Zellen.	  Die	   Abbildung	   zeigt	   repräsentative	   Mikrofotografien	   (100fache	  
Vergrößerung)	   von	  HE-­‐gefärbten	   Kryoschnitten	   einer	   Plattenepithelkarzinom-­‐	   (A)	   und	   einer	   Adenokarzinom-­‐
Gewebeprobe	  (B).	  In	  (A)	  sind	  deutlich	  größere	  Areale	  mesenchymaler	  Zellen	  erkennbar	  als	  in	  (B),	  andererseits	  
scheint	  die	  Dichte	  der	  Zellen	  in	  den	  Tumorzellnestern	  in	  (A)	  größer	  zu	  sein	  als	   in	  dem	  in	  (B)	  angeschnittenen,	  
pappilär	  wachsenden	  Adenokarzinom.	   In	   (A)	   finden	   sich	   darüber	   hinaus	   kleinere	   Infiltrate	   inflammatorischer	  
Zellen	  (mit	  *	  markiert).	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Jedoch	   würde	   man	   in	   diesem	   Fall	   mit	   den	   Einschränkungen	   konfrontiert,	   dass	   die	   Laser	  
Mikrodissektion	  bei	  Verwendung	  von	  Frischgewebe	  im	  Vergleich	  zu	  dem	  häufiger	  verwendeten	  FFPE-­‐
Gewebe	  sehr	  viel	  schwieriger	  und	  aufwändiger	  durchzuführen	  ist	  [Specht	  et	  al.	  2001;	  Morrogh	  et	  al.	  
2007],	  diese	  Prozedur	  zwangsweise	  zu	  einem	  wiederholten	  und	  längeren	  Auftauen	  des	  Gewebes	  und	  
einer	   damit	   einhergehenden	   RNA-­‐Degradation	   führt	   sowie	   dass	   man	   aufgrund	   des	   immer	   in	  
gewissem	  Maß	  bei	  der	  histologischen	  Schneidetechnik	  anfallenden	  „Verschnittes“	  größere	  Mengen	  
an	   Ausgangsmaterial	   benötigen	   würde.	   Aus	   den	   erläuterten	   Gründen	   sowie	   aufgrund	   der	   großen	  
Anzahl	   der	   untersuchten	   Fälle	   (wodurch	   sich	   die	   o.g.	   Fehlerquellen	   zwischen	   verschiedenen	  
Probengruppen	  ausgleichen)	  wurde	  daher	  die	  histologische	  Kontrolle	  eines	  hohen	  Tumorzellgehaltes	  
für	  die	  in	  dieser	  Arbeit	  durchgeführten	  qRT-­‐PCR	  Experimente	  als	  ausreichend	  befunden.	  	  
Da	  eine	  absolute	  Quantifizierung	  der	  SEC62-­‐Genexpression	  für	  den	  vorliegenden	  Fall	  weder	  sinnvoll	  
noch	   methodisch	   durchführbar	   war	   und	   alternative,	   vorwiegend	   auf	   mathematischen	   Modellen	  
beruhende	   Verfahren	   zur	   relativen	   Quantifizierung	   (wie	   die	   „efficiency	   correction	   method“	   [Pfaffl	  
2001]	   oder	   die	   „sigmoidal	   curve	   fitting	   method“	   [Liu	   und	   Saint	   2002;	   Rutledge	   2004])	   sowohl	  
schwierig	   durchzuführen	   als	   auch	   in	   der	   wissenschaftlichen	   Praxis	   bisher	   wenig	   etabliert	   sind	  
[Swillens	  et	  al.	  2008],	  wurde	  die	  gängige	  Methode	  einer	  relativen	  Quantifizierung	  der	  Genexpression	  
unter	  Verwendung	  der	  ΔΔCT-­‐Methode	  verwender	   (Kapitel	  2.3.5.3).	  Diese	  setzt	   für	   ihre	  Anwendung	  
jedoch	  zwei	  Bedingungen	  voraus,	  die	  es	  seitens	  des	  Untersuchers	  für	  die	  jeweiligen	  experimentellen	  
Bedingungen	  zu	  verifizieren	  gilt	  (das	  Vernachlässigen	  des	  letztgenannten	  Punktes	  stellt	  einen	  der	  in	  
den	  MIQE-­‐Guidelines	   angesprochenen	   Hauptkritikpunkte	   dar):	   Einerseits	   das	   Vorliegen	   einer	   PCR-­‐
Effizienz,	   die	   sich	   zwischen	   den	   Zielgen-­‐	   und	   den	   Kontrollgen-­‐Ansätzen	   um	   maximal	   10%	  
unterscheidet,	   andererseits	   die	   Verwendung	   eines	   internen	   Kontrollgens,	   das	   in	   den	   miteinander	  
verglichenen	   Probenarten	   (hier:	   Tumor	   vs.	   tumorfreies	   Gewebe)	   nicht	   signifikant	   unterschiedlich	  
exprimiert	   wird	   und	   so	   auch	   tatsächlich	   eine	   gute	   Normalisierung	   erlaubt.	   Betrachtet	   man	  
veröffentlichte	  qRT-­‐PCR	  Studien	  unter	  dem	  letztgenannten	  Gesichtspunkt,	  so	  fällt	  auf,	  dass	  sehr	  viele	  
verschiedene	   interne	  Kontrollgene	   verwendet	  werden	  und	   kein	   allgemeiner	   Konsensus	  hinsichtlich	  
der	  idealen	  internen	  Kontrolle	  bei	  Lungengewebe	  zu	  exisiteren	  scheint	  [Zhu	  et	  al.	  2010;	  Okamoto	  et	  
al.	  2011;	  Zhu	  et	  al.	  2011;	  Wu	  et	  al.	  2012].	  Zwei	  systematische	  Untersuchungen	  dieser	  Fragestellung	  
führten	   sogar	   zu	   teilweise	  widersprüchlichen	  Ergebnissen:	  Bei	   [Liu	   et	   al.	   2005]	  wies	  GAPDH	   neben	  
HPRT1	   unter	   sieben	   an	   18	   NSCLC-­‐Tumorproben,	   10	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	   und	   6	  
Lungenkarzinom-­‐Zelllinien	   getesteten	   internen	   Kontrollgenen	   die	   mit	   Abstand	   stabilste	   und	   eine	  
zwischen	  Tumor-­‐	  und	  normalem	  Lungengewebe	  vergleichbare	  Expression	  auf	  und	  wurde	  daher	  von	  
den	   Autoren	   als	   das	   am	   besten	   geeignete	   interne	   Kontrollgen	   vorgeschlagen.	   In	   der	   Analyse	   von	  
[Saviozzi	  et	  al.	  2006]	  hingegen	  stellte	  sich	  GAPDH	  als	  in	  dieser	  Hinsicht	  völlig	  unbrauchbar	  dar,	  da	  es	  
nicht	  nur	  nicht	  besonders	  stabil	   sondern	  auch	   in	  Tumorgewebe	  deutlich	  stärker	  als	   in	   tumorfreiem	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Lungengewebe	   exprimiert	   wurde.	   Dagegen	   wären	   den	   Resultaten	   dieser	   Studie	   zufolge	   POLR2A,	  
rRNA18S,	   YAP1	   und	   ESD	   am	   besten	   als	   interne	   Kontrollgene	   bei	   qRT-­‐PCR	   Untersuchungen	   mit	  
Lungengewebe	   geeignet.	   Die	   auffallenden	   Differenzen	   zu	   den	   Ergebnissen	   von	   Liu	   und	   Kollegen	  
führten	  die	  Autoren	  dabei	  auf	  die	  unterschiedliche	  Ethnizität	  der	  eingeschlossenen	  Patienten,	  nicht	  
identische	   experimentelle	   Bedingungen	   sowie	   verschiedene	   Ansätze	   bei	   der	   Datenanalyse	   zurück	  
[Saviozzi	  et	  al.	  2006].	  Diese	  Beispiele	  machen	  deutlich,	  dass	  ein	  gutes	   internes	  Kontrollgen	   je	  nach	  
Durchführung	  der	  Experimente	  und	  Herkunft	  der	  Proben	  von	  Studie	  zu	  Studie	  sehr	  unterschiedlich	  
sein	   kann	   und	   am	   besten	   jeweils	   individuell	   vor	   Durchführung	   der	   eigentlichen	   Untersuchungen	  
bestimmt	  wird.	   So	  wurden	   in	  der	   vorliegenden	  Arbeit	   vor	  Analyse	  der	  SEC62-­‐Expression	   in	  den	  72	  
eingeschlossenen	  NSCLC-­‐Fällen	   fünf	  potentielle	   interne	  Kontrollgene	  auf	   ihr	  Expressionsniveau	  und	  
ihre	  Expressionsstabilität	   in	   jeweils	  24	  Tumorproben	  und	  24	  tumorfreien	  Lungengewebeproben	  hin	  
untersucht	  (Kapitel	  3.1.1).	  Dabei	  erwiesen	  sich	  GUSB	  und	  ACTB	  als	  die	  geeignetsten	  Kandidaten,	  da	  
sie	   sowohl,	   die	   Standardabweichungen	   der	   CT-­‐Werte	   zugrunde	   legend,	   am	   stabilsten	   als	   auch	   auf	  
einem	  mit	  dem	  Zielgen	  vergleichbaren	  und	  nicht	  zu	  niedrigen	  Niveau	  exprimiert	  wurden	  (Abb.	  3.1).	  
Da	   sie	   darüber	   hinaus	   zwischen	   Tumorgewebeproben	   und	   tumorfreien	   Gewebeproben	   eine	   sehr	  
ähnliche	   Expression	   aufwiesen	   (Abb.	   3.2)	  wären	  beide	   als	   interne	  Kontrolle	   gut	   geeignet	   gewesen.	  
Letztendlich	   wurde	   in	   den	   in	   Kapitel	   3.2	   beschriebenen	   Experimenten	   GUSB	   verwandt,	   da	   der	  
Unterschied	  zwischen	  den	  genannten	  Probenarten	  im	  Vergleich	  zu	  ACTB	  noch	  geringer	  war	  und	  das	  
Expressionsniveau	   darüber	   hinaus	   näher	   an	   dem	   des	   Zielgens	   SEC62	   lag.	   Die	   im	   Rahmen	   der	  
„Housekeepinggen-­‐Validierung“	   erzielten	   Resultate	   lassen	   sich	   gut	   mit	   der	   Tatsache	   vereinbaren,	  
dass	   ACTB	   und	   GUSB	   zu	   den	   am	   häufigsten	   in	   Studien	   zur	   Genexpressionsanalyse	   bei	  
Lungenkarzinomen	   mittels	   qRT-­‐PCR	   eingesetzten	   Kontrollgenen	   gehören.	   Das	   ebenfalls	   häufig	  
verwandte	  GAPDH	  schien	  in	  Übereinstimmung	  mit	  Saviozzi	  und	  Kollegen	  dagegen	  eher	  ungeeignet	  zu	  
sein.	  Eine	  sehr	  stabile	  Expression	  wies	  neben	  GUSB	  und	  ACTB	  auch	  POLR2A	  auf,	   jedoch	  war	  dessen	  
Expressionsniveau	  in	  den	  hier	  analysierten	  Proben	  mit	  einem	  CT-­‐Mittelwert	  von	  ca.	  33,5	  insgesamt	  zu	  
niedrig	   (Abb.	   3.1).	   Zunehmend	   wird	   –	   auch	   in	   den	   MIQE-­‐Guidelines	   –	   gefordert,	   dass	   nach	  
Möglichkeit	   immer	   die	   Expression	   mehrerer	   interner	   Kontrollgene	   bei	   qRT-­‐PCR	   Experimenten	  
mitanalysiert	   und	   bei	   Berechnung	   der	   relativen	   Zielgenexpression	   berücksichtigt	   werden	   sollte	  
[Bustin	  et	  al.	  2009].	  Es	  ist	  allerdings	  zu	  konstatieren,	  dass	  die	  Wahl	  der	  hierbei	  verwandten	  internen	  
Kontrollgene	   i.d.R.	   entweder	   zufällig	   oder	   aufgrund	   einer	   Metaanalyse	   von	   Genexpressionstudien	  
(mit	  meist	  unterschiedlichen	  Patientenpopulationen	  und	  auch	  experimentellen	  Bedingungen)	  erfolgt.	  
In	   vielen	   solcher	   Fälle	   würde	   die	   Verwendung	   von	   zwei	   oder	   drei	   für	   den	   vorliegenden	   Fall	  
ungeeigneten	   internen	   Kontrollgenen	   (wie	   z.B.	   GAPDH	   und	   TBP	   in	   den	   hier	   beschriebenen	  
Experimenten)	   die	   Normalisierung	   nicht	   verbessern	   bzw.	   sogar	   noch	  weiter	   verschlechtern.	   Daher	  
stellt	   die	  Verwendung	   zwar	   nur	   eines	   einzigen,	   aber	   an	   einer	   großen	   Stichprobe	  der	   untersuchten	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Fälle	   und	   unter	   identischen	   experimentellen	   Bedingungen	   verifizierten	   internen	   Kontrollgens	   aus	  
Sicht	   des	   Autors	   sowohl	   das	   wirtschaftlichere	   als	   auch	  methodisch	   korrektere	   Vorgehen	   dar.	   Eine	  
noch	  bessere	  Normalisierung	  ließe	  sich	  nur	  durch	  Verwenden	  von	  zwei	  oder	  mehr	  auf	  die	  erläuterte	  
Art	   und	   Weise	   verifizierten	   internen	   Kontrollgenen	   (im	   Fall	   dieser	   Arbeit	   z.B.	   GUSB	   und	   ACTB)	  
erreichen,	   was	   jedoch	   bei	   der	   hier	   beschriebenen	   Anzahl	   an	   Fällen	   und	   der	   Verwendung	   von	  
TaqmanTM-­‐Assays	   zu	   einer	   massiven	   Kostensteigerung	   bei	   nur	   mäßiger	   Verbesserung	   der	  
methodischen	  Validität	  führen	  würde.	  Neben	  der	  Wahl	  des	  internen	  Kontrollgenes	  wurde	  bereits	  die	  
PCR-­‐Effizienz	   als	   zweiter,	   bei	   Anwendung	   der	  ΔΔCT-­‐Methode	   kritischer	   Punkt	   angemerkt.	  Um	  eine	  
methodische	   Verfälschung	   der	   Ergebnisse	   aufgrund	   einer	   unterschiedlichen	   PCR-­‐Effizienz	   zwischen	  
Ziel-­‐	   und	   Kontrollgen-­‐Ansätzen	   auszuschließen	   wurde	   diese	   daher	   jeweils	   in	   einer	   cDNA-­‐
Verdünnungsreihe	  nach	  der	  Methode	  von	  Ginzinger	  [Ginzinger	  2002]	  bestimmt,	  wobei	  sich	  für	  SEC62	  
eine	   PCR-­‐Effizienz	   97,5%,	   für	   GUSB	   eine	   von	   99,8%	   ergab	   (Kapitel	   3.1.2).	   Somit	   war	   –	   wie	   unter	  
Verwendung	   von	   TaqmanTM-­‐Assays	   üblich	   –	   eine	   genauere	   Berücksichtigung	   der	   PCR-­‐Effizienz	   bei	  
Berechnung	  der	  relativen	  SEC62-­‐Expression	  nicht	  notwendig	  und	  das	  Verwenden	  der	  Basis	  2	  bei	  der	  
ΔΔCT-­‐Methode	  gerechtfertigt.	  	  	  
Bei	   den	   qRT-­‐PCR-­‐Experimenten	   unter	   Verwendung	   von	   Schilddrüsenkarzinom-­‐Gewebeproben	  
mussten	   gegenüber	   dem	   für	   Lungenkarzinom-­‐Gewebe	   beschriebenen	   Vorgehen	   einige	  
Veränderungen	  vorgenommen	  werden,	  da	   in	  diesem	  Fall	  aufgrund	  der	  Seltenheit	  dieser	  Entität	  (im	  
Gegensatz	  zum	  Lungenkarzinom)	  keine	  Frischgewebeproben	  sondern	  ausschließlich	  FFPE-­‐Blöcke	  zur	  
Verfügung	   standen.	   So	   wurde	   ein	   speziell	   für	   diese	   Probenart	   geeignetes	   RNA-­‐Isolierungskit	  
verwandt,	  eine	  für	  die	  geplanten	  Experimente	  ausreichende	  RNA-­‐Qualität	  (RIN>1,4)	  [Ribeiro-­‐Silva	  et	  
al.	   2007]	   durch	   Analyse	   im	   Agilent	   Bioanalyzer	   (Kapillargelektrophorese)	   gesichert,	   die	   reverse	  
Transkription	   mit	   Random	   Hexamer	   statt	   mit	   OligodT12-­‐18	   Primern	   durchgeführt	   (da	   es	   durch	   die	  
Formalin-­‐Fixierung	  zu	  einer	  Degradation	  des	  Poly-­‐A-­‐Tails	  von	  mRNAs	  und	  damit	  der	  Zielstruktur	  von	  
Oligo	   dT	   Primern	   kommt)	   und	   eine	   größere	   Menge	   an	   cDNA	   (100	   statt	   50	   ng/well)	   bei	   der	   PCR	  
eingesetzt.	  Eine	  aufwändige,	  wie	  bei	  den	  Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	  beschriebene	  Kontrollgen-­‐
Validierung	  wurde	  hier	  aufgrund	  der	  geringen	  Anzahl	  untersuchter	  Fälle	   (n=10)	  nicht	  durchgeführt.	  
Stattdessen	   wurde	   in	   Übereinstimmung	   mit	   der	   überwiegenden	   Mehrzahl	   publizierter	  
Untersuchungen	   [Krawczyk-­‐Rusiecka	   et	   al.	   2011;	   Prabakaran	   et	   al.	   2011;	   Ulisse	   et	   al.	   2011]	   sowie	  
nach	   Konsultierung	   mit	   dieser	   Probenart	   arbeitender	   Wissenschaftler	   (Forschungslabor	   der	   HNO-­‐
Klinik	   und	   Institut	   für	   allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie,	   UKS	   Homburg)	   ACTB	   als	   internes	  
Kontrollgen	  verwandt.	  Dieses	  war	  in	  den	  genannten	  Einrichtungen	  bereits	  zuvor	  an	  Proben,	  die	  den	  
in	  dieser	  Arbeit	  verwendeten	  bezüglich	  Herkunft	  sowie	  präanalytischer	  Prozessierung	  quasi	  identisch	  
waren,	   validiert	   worden.	   Daneben	   erlaubte	   das	   Vorliegen	   der	   Gewebeproben	   in	   fixierter	   und	   in	  
Paraffin	  eingebetteter	  Form	  eine	  Entfernung	  nicht-­‐tumoröser	  Zellen	  aus	  zuvor	  mit	  einem	  Mikrotom	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angefertigten	  und	  später	  für	  die	  RNA-­‐Isolierung	  eingesetzten	  10	  µm	  Schnitten	  mittels	  eines	  Skalpells	  
(Makrodissektion)	  wodurch	  eine	   signifikante	  Kontamination	  der	   Tumorproben	  durch	   andere	   Zellen	  
bzw.	  Gewebe	  ausgeschlossen	  werden	  konnte	  (Abb.	  2.6).	  Eine	  zu	  erwähnende	  Einschränkung	  bei	  der	  
Verwendung	  von	  FFPE-­‐Gewebe	  als	  Ausgangsmaterial	  für	  molekularbiologische	  Experimente,	  speziell	  
für	  qRT-­‐PCR	  Untersuchungen,	  stellt	  die	  gegenüber	  Frischgewebe	  deutlich	  verminderte	  RNA-­‐Qualität	  
bzw.	   deutlich	   stärker	   fortgeschrittene	   RNA-­‐Degradation	   dar	   (RIN	   nahe	   10	   bei	   Frischgewebe	  
gegenüber	   2	   bis	   3	   bei	   FFPE-­‐Gewebe).	   Dennoch	   musste	   wie	   bereits	   erwähnt	   im	   Fall	   der	  
Schilddrüsenkarzinome	   aufgrund	   der	   Seltenheit	   dieser	   Tumorentität	   auf	   FFPE-­‐Gewebe	  
zurückgegriffen	   werden.	   Allerdings	   wurde	   inzwischen	   vielfach	   gezeigt,	   dass	   sich	   auch	   unter	  
Verwendung	   aus	   FFPE-­‐Gewebe	   isolierter	   RNA	   bei	   Berücksichtigung	   der	   o.g.	   methodischen	  
Modifikationen	   in	   qRT-­‐PCR	  Untersuchungen	   reproduzierbare	   und	   valide	   Ergebnisse	   erzielen	   lassen	  
[Farragher	   et	   al.	   2008;	   Zhang	   et	   al.	   2010;	   Ludyga	   et	   al.	   2012],	   sodass	   die	   in	   dieser	   Arbeit	  
präsentierten	  Daten	  zur	  SEC62-­‐Expression	  in	  differenzierten	  Schilddrüsenkarzinomen	  eine	  valide	  und	  
(aufgrund	  der	  geringen	  Fallzahl)	  orientierende	  Aussage	  bezüglich	  dieser	  Fragestellung	  erlauben.	  	  	  	  
Auch	   im	   Fall	   der	   Immunhistochemie	   wurden	   vor	   Beginn	   der	   eigentlichen	   Experimente	   zur	  
Untersuchung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinom-­‐Gewebeproben	  
(Kapitel	   3.2.3	   und	   3.3)	   methodische	   Voruntersuchungen	   zur	   Optimierung	   von	   Sensitivität	   und	  
Spezifität	   des	   angewandten	  Protokolles	   durchgeführt.	  Diese	   beinhalteten	  den	  Vergleich	   zweier	   zur	  
Verfügung	  stehender	  Nachweissysteme	  sowie	  die	  Ermittlung	  der	  optimalen	  Antikörperverdünnung,	  
Modifikationen	   von	   Hitzebehandlung	   (HIER)	   und	   Inkubationszeiten	   (Kapitel	   3.1.3).	   Die	  
semiquantitative	  Auswertung	  der	   immunhistochemisch	  gefärbten	  Schnitte	  wurde	  mit	  Hilfe	  des	  von	  
Remmele	  vorgeschlagenen	  immunreaktiven	  Scores	  (IRS)	  durchgeführt	  [Remmele	  und	  Stegner	  1987],	  
da	  dieser	  sich	  in	  den	  letzten	  25	  Jahren	  in	  Anbetracht	  eines	  auch	  noch	  heute	  sehr	  häufigen	  Einsatzes	  
bei	   verschiedensten	   Studien	   unter	   Verwendung	   zahlreicher	  Gewebearten	   [Kaemmerer	   et	   al.	   2011;	  
Grabellus	   et	   al.	   2012;	   Todenhöfer	   et	   al.	   2012]	   als	   ein	   vielfältig	   anwendbares	   und	   valides	  
Quantifizierungssystem	   in	   der	   Immunhistochemie	   erwiesen	   hat.	   Ein	   weiterer	   Vorteil	   des	   IRS	   nach	  
Remmele	  ist	  darin	  zu	  sehen,	  dass	  er	  das	  gesamte	  Spektrum	  der	  Immunreaktivität	  von	  negativ	  (IRS	  0)	  
bis	   stark	   positiv	   (IRS	   12)	   –	   wie	   es	   auch	   bei	   den	   im	   Rahmen	   dieser	   Arbeit	   durchgeführten	  
immunhistochemischen	  Experimenten	  vorkam	  –	  	  abdeckt.	  Durch	  Verwendung	  des	  IRS	  nach	  Remmele	  
sowie	  dessen	  parallele,	  unabhängige	  Bestimmung	  durch	   zwei	  Untersucher	   sollte	   somit	  eine	   soweit	  
wie	  möglich	  objektive	  Auswertung	  der	  immunhistochemischen	  Experimente	  gewährleistet	  werden.	  	  	  
Zusammenfassend	  wurde	   durch	   die	   in	   diesem	   Kapitel	   erläuterten	  Maßnahmen	   und	  methodischen	  
Voruntersuchungen	  die	  Generierung	  valider	  und	  reproduzierbarer	  Daten	  durch	  die	  an	  Lungen-­‐	  und	  
Schilddrüsengewebe	  durchgeführten	  qRT-­‐PCR-­‐	  sowie	  IHC-­‐Experimente	  sichergestellt.	  	  	  
	  
	  
	  	  	  	  _____________________________________________	  Diskussion	  ____________________________________________	  
	   	  
	   143	  
4.2	  SEC62	  im	  NSCLC:	  Ein	  neues	  Onkogen	  in	  der	  amplifizierten	  3q-­‐
	   Region	  bei	  Plattenepithelkarzinomen	  ?	  	  
	  
Bei	  der	  Analyse	  der	  SEC62-­‐Expression	   in	  65	  Fällen	  nicht-­‐kleinzelliger	   Lungenkarzinome	  mittels	  qRT-­‐
PCR	   (Kapitel	  3.2.1)	  zeigte	  sich	   in	  40	  Fällen	   (62%)	  eine	  Überexpression	  des	  SEC62-­‐Gens,	   in	  11	  Fällen	  
(17%)	   ein	   unveränderter	   und	   in	   14	   Fällen	   (22%)	   ein	   verminderter	   SEC62	   mRNA-­‐Gehalt	   in	   Tumor-­‐	  
gegenüber	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	   der	   entsprechenden	   Patienten,	   was	   einer	   für	   die	  
Gesamtheit	  der	  untersuchten	  Fälle	   statistisch	   signifikanten	  Steigerung	  der	  SEC62-­‐Expression	   in	  den	  
Karzinomproben	   entsprach	   (p=0,034).	   Bei	   getrennter	   Betrachtung	   der	   beiden	   vertretenen	  
histologischen	  Entitäten	  zeigte	  sich	  jedoch	  ein	  deutlicher	  Unterschied	  (p<0,001):	  Während	  sich	  die	  32	  
Adenokarzinomfälle	   zu	   annähernd	   gleichen	   Anteilen	   in	   die	   Kategorien	   einer	   verminderten,	  
unveränderten	  oder	  gesteigerten	  SEC62-­‐Expression	  einordnen	   ließen	  und	   folglich	  kein	   signifikanter	  
Unterschied	   im	   SEC62	   mRNA-­‐Gehalt	   zwischen	   Tumor-­‐	   und	   tumorfreien	   Proben	   festzustellen	   war	  
(p=0,591),	   so	   ergab	   sich	   in	   der	   Gruppe	   der	   Plattenepithelkarzinome	   (n=33)	   mit	   einer	   SEC62-­‐
Überexpression	  in	  fast	  90%	  der	  untersuchten	  Fälle	  ein	  hochsignifikantes	  Ergebnis	  (p=0,002).	  Darüber	  
hinaus	   zeigten	   die	   SEC62-­‐überexprimierenden	   Plattenepithelkarzinome	   eine	   wesentlich	   stärkere	  
Steigerung	   des	   SEC62	   mRNA-­‐Gehaltes	   (>5fach	   in	   17	   von	   29,	   >10fach	   in	   10	   von	   29	   Fällen)	   als	   die	  
entsprechenden	  Adenokarzinome	  (>5fach	   in	  4	  von	  11,	  >10fach	   in	  1	  von	  11	  Fällen).	   Im	  Rahmen	  der	  
immunhistochemischen	   Untersuchung	   dieser	   65	   sowie	   53	   weiterer	   NSCLC-­‐Fälle	   konnte	   der	  
signifikante	   Unterschied	   zwischen	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinomen	   im	   Sinne	   eines	   höheren	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   der	   erstgenannten	   Gruppe	   bestätigt	   werden	   (p<0,001).	   Im	   Gegensatz	   zu	  
den	   Beobachtungen	   auf	   mRNA-­‐Ebene	   zeigten	   bei	   getrennter	   Betrachtung	   der	   histologischen	  
Entitäten	   und	   Gegenüberstellung	   mit	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	   jedoch	   nicht	   nur	   die	  
Plattenepithelkarzinome	   (p<0,001)	   sondern	   auch	   die	   Adenokarzinome	   (p<0,001)	   eine	  
hochsignifikante	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	   (Abb.	  3.11).	  Dies	   lässt	  eine	  Regulierung	  des	  Sec62-­‐
Gehaltes	   der	   Karzinomzelle	   nicht	   nur	   auf	   Ebene	   der	   Transkription	   sondern	   auch	   der	   Translation	  
vermuten	   wobei	   insbesondere	   für	   Adenokarzinome	   auch	   posttranskriptionale	  
Regulationsmechanismen	  eine	  Rolle	   zu	   spielen	   scheinen.	  Bei	  den	  statistischen	  Untersuchungen	  auf	  
eine	  Korrelation	  der	  SEC62-­‐Expression	  (Kapitel	  3.2.2)	  bzw.	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  (Kapitel	  3.2.4)	  
mit	   klinischen	   oder	   epidemiologischen	   Daten	   ergaben	   sich	   unter	   zu	   Grunde	   Legung	   der	   üblichen	  
Kriterien	   (p<0,05)	   keine	   signifikanten	   Ergebnisse.	   Dies	   dürfte	   neben	   dem	   für	   die	  meisten	   Bereiche	  
fehlenden	   Vorliegen	   eines	   tatsächlichen	   Zusammenhangs	   gerade	   in	   den	   im	   Folgenden	   erläuterten	  
Fällen	  auch	  auf	  die	  für	  diese	  Art	  der	  statistischen	  Analyse	  verhältnismäßig	  geringe	  Fallzahl	   in	  dieser	  
Studie	   zurückzuführen	   sein.	   Bei	   einer	   entsprechenden	   Steigerung	   der	   Fallzahl	   sollte	   bei	   den	  
beobachteten	  Korrelationen	  durchaus	  Signifikanzniveau	  erreicht	  werden	  können.	  So	  war	  auf	  mRNA-­‐
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Ebene	   innerhalb	   der	   Gruppe	   der	   Plattenepithelkarzinome	   eine	   Tendenz	   hin	   zu	   einer	   stärkeren	  
Steigerung	   des	   SEC62	   mRNA-­‐Gehaltes	   in	   fortgeschrittenen	   (klinisches	   Stadium	   III/IV)	   gegenüber	  
frühen	  (klinisches	  Stadium	  I/II)	  Tumorstadien	  zu	  erkennen	  (p=0,178).	  Die	  weiterhin	  bei	  Untersuchung	  
aller	   Proben	   beobachtete	   Tendenz	   hin	   zu	   einer	   stärkeren	   SEC62-­‐Überexpression	   bei	   männlichen	  
Patienten	   (p=0,183)	   dürfte	   höchstwahrscheinlich	   auf	   eine	   Überrepräsentation	   von	  
Plattenepithelkarzinomen	   in	   der	   Gruppe	   der	   männlichen	   gegenüber	   der	   Gruppe	   der	   weiblichen	  
Patienten	   und	   damit	   auf	   einen	   Sekundäreffekt	   auf	   Grundlage	   der	   beobachteten,	   stärkeren	   SEC62-­‐
Überexpression	  in	  Plattenepithelkarzinomen	  im	  Vergleich	  zu	  Adenokarzinomen	  zurückzuführen	  sein.	  
Auf	   Proteinebene	   zeigte	   sich	   bei	   den	   Adenokarzinomen	   ein	   Trend	   hin	   zu	   höheren	   IRS-­‐Werten	   bei	  
weiblichen	   gegenüber	  männlichen	  Patienten	   (p=0,168)	   sowie	   in	   gering	   (G3)	   gegenüber	  mäßig	   (G2)	  
differenzierten	  Karzinomen	   (p=0,071).	  Die	   letztgenannte	  Tendenz	  war	  auch	  bei	  Betrachtung	  beider	  
histologischer	   Entitäten	   zu	   	   beobachten	   (0,176),	   dürfte	   jedoch	   in	   Anbetracht	   eines	   fehlenden	  
Unterschieds	  bei	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  (p=0,600)	  einzig	  auf	  die	  Adenokarzinomkomponente	  
zurückzuführen	   sein.	   Durch	   entsprechende	   qRT-­‐PCR-­‐Experimente	   sowie	   Immunfluoreszenz-­‐
Doppelfärbungen	  von	  Paraffinschnitten	  konnte	  darüber	  hinaus	  gezeigt	  werden,	  dass	  die	  sowohl	  auf	  
mRNA-­‐	  als	  auch	  auf	  Proteinebene	  zu	  beobachtende	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  ein	  für	  dieses	  Gen	  
bzw.	  Protein	   spezifischer	  Effekt	  und	  nicht	  auf	  eine	  ER-­‐Expansion	   in	  Tumorzellen	  zurückzuführen	   ist	  
(Kapitel	  3.2.5).	  	  
Inhaltlich	   ergänzt	   werden	   die	   bisher	   beschriebenen	   und	   in	   dieser	   Arbeit	   dargestellten	   Ergebnisse	  
durch	   größtenteils	   von	   M.	   Linxweiler	   im	   Rahmen	   derselben	   Studie	   (Rahmenthema	   „Sec62	   im	  
nichtkleinzelligen	  Lungen-­‐	  und	  Schilddrüsenkarzinom“)	   in	  der	  AG	  Prof.	   Zimmermann	  durchgeführte	  
Experimente	  [Linxweiler	  et	  al.	  2012]:	  So	  wurden	  für	  die	  72	  Fällen	  von	  denen	  Frischgewebeproben	  zur	  
Verfügung	   standen	   zusätzlich	   zu	   den	   in	   Kapitel	   3.2.1	   bzw.	   3.2.3	   beschriebenen	   qRT-­‐PCR-­‐	   und	   IHC-­‐
Untersuchungen	  Western	  Blot	  Experimente	  zur	  vergleichenden	  Analyse	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  in	  
den	  Tumor-­‐	  und	  entsprechenden	  tumorfreien	  Lungengewebeproben	  durchgeführt.	  Vergleichbar	  mit	  
den	  per	   IHC	  erzielten	  Ergebnissen	   ließ	   sich	  auch	  hierbei	   sowohl	   für	   alle	   Fälle	   (p<0,01)	   als	   auch	  bei	  
getrennter	  Betrachtung	  der	  Plattenepithelkarzinome	  (p<0,001)	  sowie	  der	  Adenokarzinome	  (p<0,02)	  
eine	   signifikante	   Steigerung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   in	   den	   Tumorproben	   gegenüber	  
entsprechenden	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	   der	   gleichen	   Patienten	   beobachten.	   In	  
Übereinstimmung	  mit	  den	  qRT-­‐PCR-­‐	  und	   IHC-­‐Daten	  war	  die	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  bei	  den	  
Plattenepithelkarzinomen	  gegenüber	  den	  Adenokarzinomen	  sowohl	  in	  einem	  größeren	  Teil	  der	  Fälle	  
zu	  beobachten	   (89%	  vs.	  71%)	  als	  auch	  stärker	  ausgeprägt	   (mittlere	  Steigerung	  4,8fach	  vs.	  3,5fach).	  
Auch	  hier	  wurden	  analog	  zu	  dem	  in	  Kapitel	  3.2.2	  und	  3.2.4	  beschriebenen	  Vorgehen	  Untersuchungen	  
hinsichtlich	   einer	   Korrelation	   des	   per	   Western	   Blot	   analysierten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   zur	  
Verfügung	  stehenden	  klinischen	  und	  epidemiologischen	  Daten	  durchgeführt.	  Dabei	  konnte	  innerhalb	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der	  Gruppe	  der	  Plattenepithelkarzinome	  ein	   statistisch	   signifikante	  Korrelation	  eines	  hohen	   rSec62	  
sowohl	  mit	   einem	  positiven	   Lymphknotenstatus	   (p<0,01)	   als	   auch	  mit	   einer	   Entdifferenzierung	  der	  
Tumorzellen	   (p<0,001)	   	   beobachtet	   werden.	   Durch	   funktionelle	   zellbiologische	   Untersuchungen	  
konnte	  darüber	  hinaus	  gezeigt	  werden,	  dass	  ein	  durch	   siRNA-­‐Behandlung	   induziertes	   Silencing	  des	  
SEC62-­‐Gens	  eine	  deutliche	  Reduktion	  der	  Migrationsfähigkeit	   sowohl	   von	   Lungekarzinom-­‐	  als	   auch	  
von	   Schilddrüsenkarzinomzellen	   führt.	   Umgekehrt	   führte	   eine	   durch	   Transfektion	   mit	   einem	   die	  
SEC62-­‐cDNA	  enthaltenden	  Plasmid	  und	  dessen	  stabile	  Überexpression	  herbeigeführte	  Erhöhung	  des	  
Sec62-­‐Proteingehaltes	  zu	  einer	  erheblichen	  Steigerung	  des	  Migrationspotentials	  von	  Hek293-­‐Zellen.	  	  
Neben	   dem	   Einfluss	   auf	   das	   Migrationsverhalten	   konnte	   Sec62	   noch	   eine	   weitere	   funktionelle	  
Komponente	   zugeordnet	   werden:	   Nach	   durch	   siRNA-­‐Transfektion	   induziertem	   SEC62-­‐Silencing	  
reagierten	   verschiedene	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzellen	   wesentlich	   empfindlicher	   auf	  
durch	   Behandlung	   mit	   dem	   SERCA-­‐Inhibitor	   (Sarcoplasmic	   endoplasmic	   reticulum	   Ca2+	   ATPase)	  
Thapsigargin	  (TG)	  [Denmeade	  und	  Isaacs	  2005]	  ausgelösten	  ER-­‐Stress.	  Dies	  zeigte	  sich	  in	  Form	  einer	  
gegenüber	  mit	  Kontroll-­‐siRNA	  behandelten	  Zellen	  deutlich	  reduzierten	  Proliferativität	  oder	  gar	  einem	  
Absterben	  der	  Zellen.	  	  
Insgesamt	  lassen	  sich	  die	  im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  erhobenen	  quantitativ-­‐deskriptiven	  Daten	  (Kapitel	  
3.2)	   in	  Zusammenschau	  mit	  den	   im	  Zuge	  derselben	  Fragestellung	  gewonnenen	  und	  auf	  den	   letzten	  
Seiten	   erläuterten	   funktionell-­‐zellbiologischen	   Erkenntnissen	   wie	   folgt	   interpretieren:	   Dem	   SEC62-­‐
Gen	   ist	   im	  Kontext	  der	  molekularen	  Pathogenese	  des	  nicht-­‐kleinzelligen	  Lungen-­‐	  und	   insbesondere	  
des	  pulmonalen	  Plattenepithelkarzinoms	  die	  Funktion	  eines	  Protoonkogens	  zuzuschreiben.	   Im	  Zuge	  
der	   auf	   einer	   Erhöhung	   der	   Gen-­‐Kopienzahl,	   einer	   gesteigerten	   Transkription	   sowie	  
posttranskriptionalen	  Mechanismen	  beruhenden	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  kommt	  es	  zu	  
einem	   Fortschreiten	   der	   kanzerösen	   Transformation	   und	   damit	   einhergehend	   einer	   progredienten	  
Entdifferenzierung	   der	   Tumorzellen.	   Dabei	   verhilft	   der	   erhöhte	   Sec62-­‐Gehalt	   diesen	   einerseits	   zu	  
einer	  Steigerung	   ihrer	  Migrationsfähigkeit,	  andererseits	  zu	  einer	  Erhöhung	  der	  ER-­‐Stress-­‐Toleranz	  –	  
zwei	  insbesondere	  für	  den	  Prozess	  der	  Metastasierung	  essentiellen	  Eigenschaften.	  In	  dessen	  Rahmen	  
muss	   von	   den	   Tumorzellen	   zunächst	   die	   Basalmembran	   des	   Bronchialepithels	   durchbrochen	   und	  
anschließend	   das	   umliegende	  Gewebe	   bis	   zum	   Erreichen	   eines	   Blut-­‐	   oder	   Lymphgefäßes	   infiltriert	  
bzw.	   durchwandert	   werden.	   Darüber	   hinaus	   kommt	   es	   hierbei	   sowie	   –	   nach	   Einbrechen	   in	   das	  
Lymph-­‐	  und/oder	  Blutgefäßsystem,	  Zirkulation	  der	  Tumorzellen	  und	  Extravasation	  –	  im	  Rahmen	  des	  
Heranwachsens	   von	   Tochtergeschwülsten	   in	   anderen	   Organen	   oder	   Lymphknoten	   zwangsläufig	  
aufgrund	  der	  kritischen	  Nährstoffversorung	  der	  Tumorzellen	  (die	  Proteinfaltung	  im	  ER-­‐Lumen	  ist	  ein	  
ATP-­‐abhängiger	  Prozess!)	  zu	  einer	  Ausbildung	  von	  ER-­‐Stress	  [Feldmann	  et	  al.	  2005;	  Koumenis	  2006]	  
dem	  diese	   durch	   entsprechende	  Mechanismen	   regulatorisch	   entgegenwirken	  müssen	   [Hetz	   2009].	  
Im	   Hinblick	   auf	   beide	   genannten	   Punkte	   besitzen	   SEC62-­‐überexprimierende	   Tumorzellen	   also	   auf	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Grundlage	   der	   gewonnenen	   funktionellen	   Erkenntnisse	   deutliche	   Selektionsvorteile,	   wodurch	   sich	  
auch	   die	   signifikante	   Korrelation	   eines	   erhöhten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   mit	   dem	   Auftreten	   von	  
Lymphknotenmetastasen	   sowie	   die	   Tendenz	   einer	   stärkeren	   SEC62-­‐Überexpression	   bei	  
fortgeschrittenen	   klinischen	   Stadien	   erklären	   lässt.	   Substanzielle	   Unterstützung	   erfährt	   diese	  
Hypothese	   einer	   onkogenen	   Funktion	   von	   SEC62	   im	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinom	   durch	  
mittlerweile	  vielfach	  publizierte	  und	  in	  der	  Literatur	  intensiv	  diskutierte	  Erkenntnisse	  hinsichtlich	  mit	  
der	   Lungenkarzinom-­‐Entstehung	  einhergehender	  genetischer	  bzw.	   chromosomaler	  Veränderungen.	  
Diese	  sollen	  im	  Folgenden	  kurz	  erläutert	  sowie	  bezüglich	  ihrer	  Relevanz	  bzw.	  ihrer	  Implikationen	  für	  
die	  Ergebnisse	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  diskutiert	  werden:	  Neben	  aktivierenden	  bzw.	  inaktivierenden	  
Punktmutationen	   [Dunn	   et	   al.	   1988;	   Jänne	   et	   al.	   2005],	   der	   Bildung	   von	   Fusionsgenen	   infolge	  
struktureller	   chromosomaler	   Aberrationen	   [Heisterkamp	   et	   al.	   1985]	   sowie	   epigenetischen	  
Mechanismen	   [Chen	   et	   al.	   2011;	   Lomberk	   2011]	   stellen	  Veränderungen	   der	  Gen-­‐Kopienzahl	   durch	  
Amplifikationen	  bzw.	  größere	  chromosomale	  Abschnitte	  umfassende	  Deletionen	  entscheidende,	  auf	  
DNA-­‐Ebene	   stattfindende	   Mechanismen	   dar	   über	   die	   Tumorzellen	   den	   für	   ihr	   unkontrolliertes	  
Wachstumsverhalten	   benötigten	   Proliferationsvorteil	   erreichen	   [Hanahan	   und	   Weinberg	   2000;	  
Hanahan	  und	  Weinberg	   2011].	   	   Letztendlich	   kommt	  es	   auch	  hierbei	   in	   erster	   Linie	   zur	  Aktivierung	  
von	  (Proto)onkogenen	  und	  der	  Inaktivierung	  von	  Tumorsupressorgenen.	  Ein	  klassisches	  Beispiel	  stellt	  
die	  sehr	  häufig	  zu	  beobachtende	  Amplifikation	  des	  N-­‐MYC	  Genes	  bei	  Neuroblastomen	  dar,	  welche	  in	  
der	   zytogenetischen	   Analyse	   als	   sog.	   „homogenously	   staining	   region“	   (HSR)	   innerhalb	   des	   kurzen	  
Armes	  von	  Chromosom	  2	  oder	  in	  Form	  vom	  Chromosom	  losgelöster	  sog.	  „double	  minutes“	  sichtbar	  
wird	  und	  mit	  einer	  schlechten	  Prognose	  assoziiert	  ist	  [Schwab	  et	  al.	  1983;	  Brodeur	  et	  al.	  1984;	  Seeger	  
et	  al.	  1985].	  Die	  Detektion	  solcher	  und	  ähnlicher	  genetischer	  Veränderungen	  wurde	  durch	  erhebliche	  
methodische	   Fortschritte	   (z.B.	   Einführung	   von	   array-­‐CGH)	   in	   den	   letzten	   Jahrzehnten	   methodisch	  
immer	  einfacher	  möglich	  und	  die	  dabei	  erzielbare	  Auflösung	  zunehmend	  besser	  [Davies	  et	  al.	  2005].	  
Folglich	  nahm	  und	  nimmt	  das	  Wissen	   im	  Bereich	  der	  Tumorgenetik,	   also	  der	  mit	  dem	  Prozess	  von	  
Tumorentstehung	   und	   -­‐wachstum	   in	   Verbindung	   zu	   bringenden	   quantitativen	   und	   qualitativen	  
genetischen	  Veränderungen	  exponentiell	  zu,	  so	  auch	  beim	  nicht-­‐kleinzelligen	  Lungenkarzinom	  [Sato	  
et	  al.	  2007;	  Risch	  und	  Plass	  2008]:	  1996	  beschrieb	  die	  Arbeitsgruppe	  um	  Eckart	  Meese	  vom	  Institut	  
für	  Humangenetik	  des	  UKS	  erstmals	  eine	  Amplifikation	  der	  chromosomalen	  Region	  3q26.1-­‐q26.3	  als	  
für	   pulmonale	   Plattenepithelkarzinome	   besonders	   charakteristische	   genomische	   Alteration,	   wobei	  
im	  Rahmen	  dieser	   Studie	  Gewebeproben	   von	  neun	  Plattenepithelkarzinom-­‐Fällen	  mittels	   „Reverse	  
Chromosome	   Painting“	   analysiert	   worden	   waren	   [Brass	   et	   al.	   1996].	   Seitdem	   konnte	   diese	  
Beobachtung	   durch	   mehrere	   andere	   Untersucher,	   unter	   Anwendung	   diverser	   Methoden	  
(konventionelle	   CGH,	   array-­‐CGH,	   FISH,	   Northern	   Blot	   u.a.)	   sowie	   bei	   Analyse	   deutlich	   größerer	  
Fallzahlen	  bestätigt	  werden	  (Abb.	  4.2	  A),	  wobei	  sich	  die	  erwähnte	  Amplifikation	  der	  terminalen	  3q-­‐
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Region	  auf	  den	  Bereich	  3q26.2	  zu	  konzentrieren	  schien	  und	  bemerkenswerterweise	  stets	  sehr	  häufig	  
in	  Plattenepithel-­‐,	   jedoch	  nur	   selten	  oder	   gar	  nicht	   in	  Adenokarzinomen	  detektiert	  werden	  konnte	  
[Björkvist	  et	  al.	  1998;	  Pei	  et	  al.	  2001;	  Chujo	  et	  al.	  2002;	  Dehan	  et	  al.	  2007].	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
Abb.	   4.2.:	   Genomische	   Alterationen	   in	   Plattenepithelkarzinomen	   der	   Lunge	   und	   potentielle	   Zielgene	   der	  
Amplifikationseinheit	  3q26-­‐28.	  Abbildung	  modifiziert	  übernommen	  aus	  [Chujo	  et	  al.	  2002;	  Qian	  und	  Massion	  
2008].	   (A)	   Zusammenfassung	   von	   in	   41	   pulmonalen	   Plattenepithelkarzinomen	   durch	   CGH	   detektierte	   „copy	  
number“	  –	  Veränderungen.	  Die	  vertikalen	  Linien	  auf	  der	  rechten	  Seite	  des	  Chromosomenideogramms	  zeigen	  
Gewinne,	  die	  auf	  der	  linken	  Seite	  Verluste	  	  von	  chromosomalen	  Regionen	  an	  (fett=Amplifikation).	  (B)	  Überblick	  
über	  in	  der	  Literatur	  vorgeschlagene	  Kandidatengene	  innerhalb	  der	  Amplifikationseinheit	  3q26-­‐28.	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So	  stellt	  die	  Amplifikation	  im	  Bereich	  3q26-­‐28	  einen	  sehr	  gut	  dokumentierten	  Unterschied	  zwischen	  
pulmonalen	   Plattenepithel-­‐	   und	   Adenokarzinomen	   auf	   genomischer	   Ebene	   dar	   [Qian	   und	  Massion	  
2008].	   Massion	   und	   Kollegen	   konnten	   sogar	   zeigen,	   dass	   alleine	   die	   An-­‐	   oder	   Abwesenheit	   der	  
terminalen	  3q-­‐Amplifikation	  in	  75%	  der	  von	  ihnen	  untersuchten	  Fälle	  eine	  Unterscheidung	  zwischen	  
diesen	   beiden	   histologischen	   Entitäten	   erlaubte	   [Massion	   et	   al.	   2002].	   Weiterhin	   wurde	   in	   der	  
Literatur	  mehrfach	   über	   eine	   Korrelation	   des	   Auftretens	   der	   terminalen	   3q-­‐Amplifikation	  mit	   dem	  
Übergang	   von	   präinvasiven	   bronchialen	   Läsionen	   (Hyperplasie/plattenepitheliale	   Metaplasie/	  
Dysplasie)	   [Wistuba	   und	   Gazdar	   2006]	   in	   invasiv	   wachsende	   Plattenepithelkarzinome	   berichtet	  
[Massion	  et	  al.	  2003;	  Foster	  et	  al.	  2005;	  Pelosi	  et	  al.	  2007;	  McCaughan	  et	  al.	  2011].	  In	  Anbetracht	  der	  
erläuterten	  Datenlage	  liegt	  die	  Vermutung	  nahe,	  dass	  in	  der	  beschriebenen	  chromosomalen	  Region	  
ein	   bzw.	  mehrere	   Protoonkogene	   lokalisiert	   sind	   durch	   deren	  Amplifikation	   die	   Tumorzellen	   einen	  
Selektionsvorteil	   hinsichtlich	   ihres	   invasiven	   Wachstums	   und	   ihrer	   ungehemmten	   Proliferativität	  
erlangen.	  So	  wurden	  zahlreiche	  Untersuchungen	  zur	  Identifizierung	  im	  Bereich	  3q26-­‐28	  lokalisierter	  
und	   in	   Plattenepithelkarzinomen	   der	   Lunge	   amplifizierter	  Gene	   durchgeführt	   und	   auch	   eine	   ganze	  
Reihe	  von	  Kandidaten	  vorgeschlagen	  (Abb.	  4.2	  B),	  darunter	  u.a.	  PIK3CA	  [Racz	  et	  al.	  1999;	  Massion	  et	  
al.	  2002;	  Massion	  et	  al.	  2004],	  p63	   [Massion	  et	  al.	  2003],	  SOX2	   [McCaughan	  et	  al.	  2010]	  und	  TERC	  
[Yokoi	   et	   al.	   2003].	   Für	   die	  meisten	   dieser	   Studien	   ist	   jedoch	   anzumerken,	   dass	   sie	   entweder	  mit	  
einer	  recht	  begrenzten	  Zahl	  an	  Fällen	  arbeiteten	  oder	  aber	  die	  aufgestellten	  Hypothesen	  hinsichtlich	  
einer	  Beteiligung	  des	  jeweils	  untersuchten	  Genes	  an	  der	  Pathogenese	  des	  Lungenkarzinoms	  nicht	  mit	  
funktionell-­‐zellbiologischen	  Untersuchungen	  untermauert	  wurden	   sondern	   sich	   i.d.R.	   ausschließlich	  
auf	   die	   deskriptive	   Ebene	   beschränkt	   wurde.	   Des	   weiteren	   erscheint	   es	   mittlerweile	   als	   sehr	  
wahrscheinlich,	  dass	  nicht	  ein	  einziges	  sondern	  mehrere	  Gene	  für	  die	  bei	  Plattenepithelkarzinomen	  
der	   Lunge	   beobachtbare	   3q-­‐Amplifikation	   verantwortlich	   sind	   und	   dass	   PIK3CA	   und	   p63	   wohl	   zu	  
dieser	  Gruppe	  von	  Genen	  zu	  zählen	  sind	  [Qian	  und	  Massion	  2008].	  Weiterhin	   ist	  anzumerken,	  dass	  
eine	   Amplifikation	   der	   chromosomalen	   Region	   3q26-­‐28	   nicht	   nur	   beim	   nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinom,	   sondern	   auch	   bei	   einer	   Reihe	   anderer	   maligner	   Tumoren	   beschrieben	   wurde,	  
darunter	   Ösophaguskarzinom	   [Wada	   et	   al.	   2006;	   Qin	   et	   al.	   2008;	   Chang	   et	   al.	   2010],	  
Prostatakarzinom	   [Sattler	   et	   al.	   2000;	   Jung	   et	   al.	   2006],	   Larynxkarzinom	   [Hermsen	   et	   al.	   2001],	  
Nasopharynxkarzinom	  [Sheu	  et	  al.	  2009],	  Ovarialkarzinom	  [Lambros	  et	  al.	  2005]	  und	  Cervixkarzinom	  
[Umayahara	   et	   al.	   2002;	   Caraway	   et	   al.	   2008].	   Dabei	   fällt	   insbesondere	   auf,	   dass	   es	   sich	   in	   der	  
überwiegenden	  Mehrzahl	   dieser	   Fälle	   ebenfalls	   um	   Plattenepithelkarzinome	   handelte.	   Im	   Fall	   des	  
Cervixkarzinoms	   ist	   mittlerweile	   sogar	   durch	   mehrere	   Studien	   belegt,	   dass	   die	   3q-­‐Amplifikation	  
(analog	   zu	   der	   für	   pulmonale	   Plattenepithelkarzinome	   beschriebenen	   Datenlage)	   mit	   einer	  
Progression	   präinvasiver	   intraepithelialer	   Läsionen	   zu	   einem	   invasiven	   Plattenepithelkarzinom	  
assoziiert	   ist	   [Seppo	  et	  al.	  2009;	   Jalali	  et	  al.	  2010].	  Anhand	  der	  Detektion	  dieser	  charakterisitischen	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chromosomalen	   Aberration	   (beispielsweise	   mittels	   FISH-­‐Untersuchungen	   an	   bei	   Abstrich-­‐
Untersuchungen	   gewonnenem	   Material)	   könnten	   Patientinnen	   identifiziert	   werden,	   die	   ein	  
besonders	   hohes	   Risiko	   für	   die	   Entwicklung	   eines	   invasiven	   Karzinoms	   aufweisen	   und	   daher	   eine	  
besonders	   engmaschige	   weitere	   Kontrolle	   bzw.	   einen	   aggressiveren	   therapeutischen	   Ansatz	  
benötigen	  [Caraway	  et	  al.	  2008;	  Alameda	  et	  al.	  2009].	  So	  lässt	  sich	  zusammenfassen,	  dass	  es	  sich	  bei	  
der	  Amplifikation	  im	  terminalen	  Teil	  des	  langen	  Armes	  von	  Chromosom	  3	  mit	  einem	  Schwerpunkt	  bei	  
3q26.2	   um	   einen	   Mechanismus	   handelt	   über	   den	   es	   in	   Tumorzellen	   zu	   einer	   Steigerung	   der	  
Kopienzahl	   höchstwahrscheinlich	   mehrerer	   in	   dieser	   Region	   gelegener	   Protoonkogene	   kommt.	  
Dieser	   ist	  bereits	   in	  präinvasiven	   intraepithelialen	  Läsionen	  detektierbar,	  geht	   in	  solchen	  Fällen	  mit	  
einem	  gesteigerten	  Risiko	  des	  Überganges	  in	  ein	  invasives	  Karzinom	  einher	  und	  scheint	  insbesondere	  
(aber	   nicht	   ausschließlich)	   bei	   Plattenepithelkarzinomen	   verschiedener	   Lokalisationen	   eine	   große	  
Rolle	  zu	  spielen.	  
Stellt	  man	  nun	  die	  in	  dieser	  Arbeit	  sowie	  in	  der	  ersten	  Hälfte	  dieses	  Kapitels	  erläuterten	  Daten	  den	  in	  
der	   Literatur	   beschriebenen	   Erkenntnissen	   bezüglich	   der	   3q26-­‐Amplifikation	   in	   nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinomen	  gegenüber,	   so	  wird	  deutlich,	  dass	  das	  SEC62-­‐Gen	  aus	  einer	  Reihe	   von	  Gründen	  
einen	  idealen	  Kandidaten	  für	  ein	  bisher	  unbekanntes,	  in	  dieser	  genomischen	  Region	  gelegenes	  und	  in	  
die	  erwähnte	  Amplifikation	  mit	  einbezogenes	  Protoonkogen	  darstellt:	  
	  
• Das	  SEC62-­‐Gen	   ist	   auf	   3q26.2	   lokalisiert,	  was	  wie	  erläutert	   exakt	  den	   in	  mehreren	   Studien	  
beobachteten	  Fokus	  der	  terminalen	  3q-­‐Amplifikation	  darstellt.	  
• In	   Analogie	   zu	   der	   3q26.2-­‐Amplifikation	   ist	   eine	   Erhöhung	   des	   SEC62	   mRNA-­‐	   und	  
Proteingehaltes	  in	  Plattenepithelkarzinomen	  im	  Vergleich	  zu	  Adenokarzinomen	  häufiger	  und	  
stärker	   ausgeprägt	   und	   darüber	   hinaus	  mit	   einem	   Fortschreiten	   der	   Erkrankung	   assoziiert.	  
Dieser	  Sachverhalt	  wurde	  hier	  außerdem	  an	  einer	  weit	  größeren	  Fallzahl	  als	  sie	  die	  meisten	  
anderen	  Studien	  zur	  Identifizierung	  von	  Kandidatengenen	  verwendeten	  verifiziert.	  
• Auch	   in	  präinvasiven	  Läsionen	   ließ	   sich	   in	  den	   immunhistochemischen	  Untersuchungen	  ein	  
gegenüber	   gesundem	   Bronchialepithel	   erhöhter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   nachweisen,	   der	   mit	  
fortschreitendem	   Dysplasiegrad	   bis	   hin	   zur	   Entwicklung	   eines	   invasiven	  
Plattenepithelkarzinoms	  stetig	  zu	  steigen	  schien	  (Abb.	  4.3).	  	  	  
• In	   weiteren	   Untersuchungen	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   die	   in	   der	   Mehrzahl	   der	  
analysierten	   Plattenepithelkarzinome	   beobachtete	   deutliche	   Erhöhung	   des	   SEC62	   mRNA-­‐	  
und	  Proteingehaltes	  von	  einer	  gegenüber	  diese	  nicht	  aufweisenden	  Tumoren	  ca.	  dreifachen	  
Steigerung	  der	  Kopienzahl	  des	  SEC62-­‐Gens	  begleitet	  war	   (Abb.	  4.4)	   [Linxweiler	  et	  al.	  2012].	  
Dies	  liefert	  einen	  deutlichen	  Hinweis	  darauf,	  dass	  SEC62	  tatsächlich	  in	  die	  Amplifikation	  der	  
terminalen	  3q-­‐Region	  mit	  einbezogen	   ist	  und	  auch	  zu	  entsprechenden	  Effekten	  auf	  mRNA-­‐	  
und	  Proteinebene	  führt.	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Abb.	  4.3:	  Progressive	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  im	  Rahmen	  der	  kanzerösen	  Transformation	  von	  
unauffälligem	   Bronchialepithel	   über	   präinvasive	   Läsionen	   (Hyperplasie,	   squamöse	   Metaplasie,	   Dysplasie)	  
zum	  invasiven	  Plattenepithelkarzinom.	  (A)	  Schematische	  Darstellung	  der	  histopathologischen	  Veränderungen	  
während	   der	   Pathogenese	   des	   pulmonalen	   Plattenepithelkarzinoms.	   Abbildung	   übernommen	   von	   [Wistuba	  
und	  Gazdar	  2006].	   (B)	   Repräsentative	  Mikrofotografien	   (100fache	  Vergrößerung)	   von	   (von	   links	  nach	   rechts)	  
normalem	   Bronchialepithel,	   BE-­‐Hyperplasie,	   BE-­‐Dysplasie	   bzw.	   Carcinoma	   in	   situ	   sowie	   eines	   invasiven	  
Plattenepithelkarzinoms	   jeweils	   in	  Sec62-­‐IHC-­‐	   (obere	  Reihe)	  und	  HE-­‐Färbung	   (untere	  Reihe).	  Plasmazellen	  als	  
interen	   Positivkontrolle	   bei	   der	   Sec62-­‐IHC-­‐Färbung	   sind	   mit	   *	   gekennzeichnet.	   BE=Bronchialepithel;	  
IHC=Immunhistochemie	  
	  
	  
• Darüber	   hinaus	   wurde	   durch	   funtionell-­‐zellbiologische	   Experimente	   ein	   relevanter	   Einfluss	  
des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  auf	  Migrationsverhalten	  und	  ER-­‐Stress	  Toleranz	  der	  Tumorzellen	  
gezeigt	  [Linxweiler	  et	  al.	  2012].	  
• Somit	   spannt	   die	   im	   Überblick	   vorgestellte	   Studie	   zur	   Bedeutung	   des	   SEC62-­‐Gens	   bei	   der	  
Entstehung	   des	   Lungenkarzinoms	   (in	   deren	   Rahmen	   die	   in	   dieser	   Arbeit	   beschriebenen	  
Experimente	   durchgeführt	   wurden)	   [Linxweiler	   et	   al.	   2012]	   den	   Bogen	   von	   quantitativen	  
Untersuchungen	  einer	  sehr	  großen	  Zahl	  von	  Proben	  auf	  DNA-­‐	  über	  mRNA-­‐	  und	  Proteinebene	  
bis	  hin	  zur	  Analyse	  der	  funktionellen	  Bedeutung	  eines	  gesteigerten	  Sec62-­‐Proteingehaltes	  für	  
die	   Tumorzell-­‐Biologie.	   Im	   Gegensatz	   dazu	   beschränkten	   sich	   die	   meisten	   publizierten	  
Arbeiten	   zur	   Identifizierung	   von	   Zielgenen	   der	   3q26-­‐Amplifikation	   in	   nicht-­‐kleinzelligen	  
Lungenkarzinomen	   auf	   die	  DNA-­‐Ebene,	   bearbeiteten	   eine	   recht	   übersichtliche	   Fallzahl	   und	  
verifizierten	   die	   Bedeutung	   ihrer	   erhobenen	   quantitativ-­‐deskriptiven	   Daten	   nicht	   durch	  
funktionelle	  Untersuchungen.	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Abb.	   4.4:	   SEC62-­‐Überexpression	   und	   ein	   erhöhter	   Sec62-­‐Proteingehalt	   gehen	   mit	   einer	   Amplifikation/	  
Steigerung	   der	   Kopienzahl	   des	   SEC62-­‐Gens	   einher.	   Abbildung	   übernommen	   aus	   [Linxweiler	   et	   al.	   2012	  
Supplement].	   Aus	   Tumorgewebe	   und	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   von	   5	   Fällen	   mit	   (alle	  
Plattenepithelkarzinome)	   und	   5	   Fällen	   ohne	   (4	   Adneokarzinom,	   1	   Plattenepithelkarzinom)	   SEC62-­‐
Überexpression	  (entsprechend	  der	  qRT-­‐PCR-­‐	  und	  Western	  Blot-­‐	  Ergebnisse)	  wurde	  die	  genomische	  DNA	  isoliert	  
(QiampDNA	   MiniKit)	   und	   anschließend	   durch	   quantitative	   real	   time	   PCR	   (qPCR)	   die	   Kopienzahl	   von	   SEC62,	  
PIK3CA,	  TOP2B	  sowie	  GAPDH	   in	  Triplicat-­‐Ansätzen	  bestimmt.	  Zur	  den	  Sequenzen	  der	  verwandten	  Primer	  und	  
den	   genauen	   experimentellen	   Bedingungen	   siehe	   [Linxweiler	   et	   al.	   2012].	   Die	   relative	   Veränderung	   der	  
Kopienzahl	   im	  Tumorgewebe	  gegebüber	   tumorfreiem	  Lungengewebe	  des	  gleichen	  Patienten	  wurde	  mit	  Hilfe	  
der	  ΔΔCT-­‐Methode	   bestimmt	   wobei	  GAPDH	   als	   interne	   Kontrolle	   diente.	   Als	   Kontrollen	   wurden	   PIK3CA	   als	  
ebenfalls	   in	   der	   terminalen	   3q-­‐Region	   lokalisiertes	   und	   häufig	   als	   potentielles	   Zielgen	   des	   3q-­‐Amplicons	  
vorgeschlagenes	  sowie	  TOP2B	  als	  auf	  dem	  kurzen	  Arm	  von	  Chromosom	  3	   lokalisiertes	  Gen	  verwandt.	   In	  den	  
Diagrammen	   sind	   jeweils	   die	  Mittelwerte	   von	   Kopienzahl	   (links),	   SEC62-­‐Genexpression	   (Mitte)	   sowie	   Sec62-­‐
Proteingehalt	  (rechts)	  in	  den	  10	  untersuchten	  Fällen	  dargestellt.	  
	  
	  
Ein	   Aspekt	   aus	   diesem	   Themengebiet,	   der	   in	   zukünftigen	   Studien	   eingehender	   untersucht	  werden	  
sollte	  stellt	  beispielsweise	  die	  Analyse	  der	  Amplifikation	  des	  SEC62-­‐Gens	  in	  einer	  größeren	  Zahl	  von	  
Fällen	   (beispielsweise	   durch	   qPCR	   oder	   FISH)	   sowie	   eine	   statistische	   Untersuchung	   der	   hierbei	  
gewonnenen	  Daten	  auf	  Korrelation	  mit	   epidemiologischen	  und	   insbesondere	   klinischen	  Daten	  dar,	  
da	  die	  in	  Abb.	  4.4	  erhobenen	  Resultate	  lediglich	  auf	  der	  Analyse	  zehn	  repräsentativer	  Fälle	  beruhen.	  
Weiterhin	   wäre	   es	   wünschenswert	   gezielt	   eine	   größere	   Zahl	   pathologisch	   charakterisierter,	  
präinvasiver	  bronchialer	  Läsionen	  zu	  untersuchen	  (die	  hier	  dargestellten	  Beobachtungen	  im	  Rahmen	  
der	   immunhistochemischen	  Untersuchungen	  basieren	   lediglich	  auf	  zufällig	  bei	  der	  mikroskopischen	  
Begutachtung	   in	   Tumorproben	   aufgefundenen,	   intraepithelialen	   Karzinom-­‐Vorstufen).	   Darüber	  
hinaus	  naheliegend	  ist	  die	  Fragestelltung	  eines	  Einflusses	  des	  Sec62-­‐Gehaltes	  der	  Tumoren	  auf	  deren	  
biologisches	   Verhalten	   (insbesondere	   hinsichtlich	   Wachstumsgeschwindigkeit,	   Aggressivität/	  
Invasivität	   und	   Metastasierung)	   und	   damit	   letztlich	   die	   Prognose	   der	   Patienten.	   Entsprechende	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Aussagen	  zur	  Überlebenszeit	  waren	  für	  die	   im	  Rahmen	  dieser	  Arbeit	  untersuchten	  Fälle	  noch	  nicht	  
möglich,	  da	  diese	  aus	  den	  Jahren	  2008	  bis	  2010	  (Operation)	  stammten	  und	  viele	  der	  Patienten	  noch	  
am	  Leben	  sind.	  Durch	  eine	  weitere	  Nachbeobachtung	  der	  entsprechenden	  Fälle	  in	  Zusammenarbeit	  
mit	  der	  Klinik	  für	  Thorax-­‐	  und	  Herz-­‐Gefäßchirurgie	  des	  UKS	  (Leitung	  Prof.	  Schäfers)	  sollten	  Antworten	  
auf	  diese	  Fragestellung	  jedoch	  in	  den	  nächsten	  6	  bis	  18	  Monaten	  nachgeliefert	  werden	  können.	  Ein	  
interessanter	  und	  vielversprechender	  Ansatz	   stellt	   darüber	  hinaus	  die	  Charakterisierung	  der	  bisher	  
unbekannten	   molekularen	   Mechanismen	   bzw.	   Signalwege	   dar	   über	   die	   Sec62	   zur	   Karzinogenese	  
beiträgt	   sowie	   (in	   konkretem	   Bezug	   auf	   die	   Beobachtungen	   bei	   den	   bereits	   durchgeführten	  
funktionell-­‐zellbiologischen	   Untersuchungen)	   das	   Migrationsverhalten	   und	   die	   ER-­‐Stress-­‐Toleranz	  
von	   Tumorzellen	   beeinflusst.	   Diese	   Fragestellung	   zielt	   letztlich	   auf	   die	   Identifizierung	   von	   Sec62-­‐
abhängigen	   Transportsubstraten	   bzw.	   neuen	   Sec62-­‐Interaktionspartnern	   im	   speziellen	   Kontext	   des	  
Lungenkarzinoms	  ab	  und	  wurden	  bereits	  teilweise	   im	  Rahmen	  dieser	  Dissertation	  bearbeitet	  (siehe	  
Kapitel	  4.4).	  	  	  	  
	  
	  
	  
4.3	  SEC62	  im	  differenzierten	  Schilddrüsenkarzinom	  
	  
Neben	   dem	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinom	   stellte	   das	   differenzierte	   (also	   follikuläre	   bzw.	  
papilläre)	   Schilddrüsenkarzinom	   die	   zweite	   Tumorentität	  mit	   sehr	   vielversprechenden	   Ergebnissen	  	  
im	   initialen	   Multi	   Tumor	   Tissue	   Microarray	   dar:	   Während	   nur	   14%	   der	   normalen	   Schilddrüsen-­‐
Gewebeproben	   (n=14)	   bzw.	   19%	   der	   benignen	   Schilddrüsenadenome	   (n=27)	   eine	   Sec62-­‐
Immunreaktivität	  aufwiesen	  waren	  87%	  der	  follikulären	  (n=47)	  und	  sogar	  100%	  der	  papillären	  (n=28)	  
Schilddrüsenkarzinome	   deutlich	   Sec62-­‐positiv	   [Greiner	   et	   al.	   2011A].	   Aufbauend	   auf	   diesen	  
Resultaten	  wurde	  der	   Sec62	  mRNA-­‐	  und	  Proteingehalt	   in	   zehn	  FFPE-­‐Gewebeproben	  differenzierter	  
Schilddrüsenkarzinome,	   davon	   7	   papilläre	   und	   3	   follikuläre	   Karzinome,	   und	   entsprechenden	  
tumorfreien	   Schilddrüsengewebeproben	   mittels	   qRT-­‐PCR	   sowie	   Immunhistochemie	   untersucht.	  
Dabei	   zeigte	   sich	   in	   4	   der	   10	   Fälle	   eine	   über	   1,5fache	   SEC62-­‐Überexpression,	   in	   6	   Fällen	   war	   der	  
Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   den	   Tumorproben	   gegenüber	   den	   tumorfreien	   Gewebeproben	   erkennbar	  
erhöht	  (IRS-­‐Differenz	  ≥2).	  Unter	  Betrachtung	  der	  klinisch-­‐pathologischen	  Daten	  wurde	  deutlich,	  dass	  
vier	   der	   sechs	   Karzinome	   mit	   einem	   gesteigerten	   jedoch	   lediglich	   eines	   der	   Karzinome	   mit	  
unverändertem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   Zeichen	   des	   invasiven	   Wachstums	   (Infiltration	   von	  
Lymphknoten,	  der	  Schilddrüsenkapsel,	  peripherer	  Nerven,	  von	  Blut-­‐	  und	  Lymphgefäßen)	  aufwiesen.	  
Des	   Weiteren	   ergaben	   sich	   Hinweise	   auf	   eine	   Korrelation	   von	   erhöhtem	   Sec62-­‐Proteingehalt	  
einerseits	  und	  einer	  follikulären	  Differenzierung	  der	  Tumorzellen	  andererseits.	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Tab.	  4.1:	  Übersicht	  über	  publizierte	  Daten	  zu	  rekurrierenden	  chromosomalen	  Aberrationen	  in	  differenzierten	  
Schilddrüsenkarzinomen	  (modifiziert	  nach	  [Zitzelsberger	  und	  Unger	  2011]).	  In	  veröffentlichten	  Studien	  zeigen	  
sich	  relativ	  uneinheitliche	  Ergebnisse,	  eine	  Amplifikation	  der	  SEC62	  enthaltenden	  terminalen	  3q-­‐Region	  konnte	  
lediglich	   in	   zwei	   der	   Studien,	   davon	   einer	  mit	   nur	   einem	  untersuchten	   Fall,	   beobachtet	  werden.	  Wiederholt	  
ließen	  sich	  vor	  allem	  Gewinne	  auf	  Chromosom	  5	  und	  7	  nachweisen.	  	  	  
	  
	  
	  
	  
Diese	   Daten	   lassen	   sich	   insgesamt	   sehr	   gut	   mit	   den	   in	   Kapitel	   4.2	   erläuterten	   funktionell-­‐
zellbiologischen	   Erkenntnissen	   in	   Einklang	   bringen	   wonach	   Sec62	   eine	   bedeutende	   Rolle	   für	  
Migrationsfähigkeit	   und	   ER-­‐Stress-­‐Toleranz	   von	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzellen	   spielt.	   Im	  
Rahmen	  der	  hier	  erhobenen	  Befunde	  ließe	  sich	  weiterhin	  vermuten,	  dass	  diese	  Effekte	  besonders	  für	  
das	   im	   Vergleich	   zum	   papillären	   Karzinom	   seltenere	   und	   prognostisch	   ungünstigere	   follikuläre	  
Proben' Methode' Gewinne' Verluste' Referenz'
26#PTC,#
sporadisch#
chromosomale#
CGH# 1q239qter,#5q,#7,#17,#21# 999#
[Hemmer#et#
al.#1999]#
15#PTC,#
sporadisch# Array#CGH#
1q21.1,#1q42.12,#6q22.33,#12q23.1,#
16p13.12,#17p11.2,#19q13.2,#19q13.31,#22# 2q24.2,#22q12.2#
[Kimmel#et#al.#
2006]#
8#PTC#
sporadisch,#
3#PTC9
Zelllinien#
chromosomale#
CGH# 4q,#5p/q,#6q,#7p/q,#12q,#14q,#16p,#17q#
1p,#9p/q,#11q,#13q,#
22q#
[Finn#et#al.#
2007]#
17#PTC,#
sporadisch#
chromosomale#
CGH# 4q,#5p/q,#6q,#7p/q,#12q,#14q,#16p,#17q#
1p,#9p/q,#11q,#13q,#
22q#
[Rodrigues#et#
al.#2007]#
1#PTC,#
strahlen9
induziert#
chromosomale#
CGH#
1p34,#1q21,#2p11.19pter,#2q11.2913,#
3q26.2;26.3,#5q23931,#6p21.39pter,#7q11,#
9q139q33,#12q229qter,#13q329qter,#17q11.19
qter,#19,#20,#X#
1q42,#13q21,#
15q11.1914#
[Zitzelsberger#
et#al.#1999]#
60#PTC,#
strahlen9
induziert#
chromosomale#
CGH# 2,#4,#7q11.2921,#13q21922,#21# 16,#20q,#22#
[Richter#et#al.#
2004]#
10#PTC,#
strahlen9
induziert#
Array#CGH#
1p36.23,#1q32.1,#1q42.13,#5q31.3,#6p24.3,#
6p22.2,#7p11.2,#7p14.1,#7q21.13,#7q32.1,#
8p23.1,#14q32.33,#16p13.3,#16q12.2,#
17q11.2,#17q25.1925.3,#19p13.11,#19p13.43,#
20q13.33,#21q22.3,#22q13.2,#Xp22.33#
4q35.2#
[Kimmel#et#al.#
2006]#
10#PTC,#
strahlen9
induziert#
Array#CGH# 1p,#5p,#9q,#12q,#16p,#21,#22# 999#
[Stein#et#al.#
2010]#
33#PTC#(20#
sporadisch,#
13#
strahlen9#
induziert)#
Array#CGH#
3p12.2913.1,#3q26.1,#3q29,#4p149q13.1,#
12q21.2921.33,#12q24.23924.31,#19pter9qter,#
21q11.29qter###
1p,#1q,#7p,#
7q21.3922.1,#9pter9
p21.1,#9q31.1,#9p239
q33.2,#10q,#13q,#
20p12.3912.1#
[Unger#et#al.#
2008]#
20#FTC#
chromosomale#
CGH#
1q21,#5p11,#5q219q23,#7p129p11,#7q21.19
q21.2,#7q31,#12p11,#17p11#
3pter9p25,#3p21,#
3q299qter,#2pter9p25,#
2q369qter,#6q259qter,#
8q249qter,#9pter9p24,#
11q259qter,#13q129
q14,#13q329qter,#
18q229qter#
[Roque#et#al.#
2003]#
4#FTC/#16#
PTC#
chromosomale#
CGH#
1p34,#1p36,#1q42,#2p21,#2p13,#5q31,#5q339
q34,#9q329q34,#14q32,#16q229q24,#19q13.1# 16q129q13#
[Chen#et#al.#
1998]#
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Karzinom	  relevant	  sind.	  Einschränkend	  muss	  jedoch	  bei	  diesen	  Untersuchungen	  auf	  die	  im	  Vergleich	  
zu	   den	   bei	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinomen	   durchgeführten	   Experimenten	   deutlich	   geringere	  
Fallzahl	   hingewiesen	   werden,	   weiterhin	   wurde	   die	   Kopienzahl	   des	   SEC62-­‐Genes	   in	   den	   Fällen	  mit	  
einer	  deutlichen	  SEC62-­‐Überexpression	  und	  einer	   starken	  Steigerung	  des	  Sec62-­‐Proteingehaltes	   im	  
Gegensatz	  zu	  den	  Lungenkarzinomen	  nicht	  untersucht.	  Auch	  stellt	  eine	  Amplifikation	  der	  terminalen	  
3q-­‐Region	   eine	   zwar	   gelegentlich	   beobachtete,	   jedoch	   keine	   charakteristische	   chromosomale	  
Aberration	   in	   differenzierten	   Schilddrüsenkarzinomen	   dar	   (Tab.	   4.1).	   So	   sollten	   zukünftige	   Studien	  
vor	  allem	  eine	  höhere	  Fallzahl	  einschließen	  (wodurch	  auch	  eine	  Untersuchung	  auf	  Korrelationen	  mit	  
klinischen	   und	   epidemiologischen	   Daten	   möglich	   würde),	   eine	   Testung	   der	   SEC62-­‐Kopienzahl	   in	  
ausgewählten	   Proben	   beinhalten	   und	   wenn	   möglich	   für	   die	   molekularbiologischen	   Experimente	  
Frischgewebeproben	  statt	  der	  in	  dieser	  Arbeit	  eingesetzten	  FFPE-­‐Blöcke	  als	  Grundlage	  verwenden.	  
	  
	  
	  
4.4	  Untersuchungen	   zur	   Identifizierung	   und	   Charakterisierung	  
	   Sec62-­‐regulierter,	  karzinogener	  Mechanismen	  
	  
4.4.1	  Immunhistochemie	  
	  
Nach	  erfolgreicher	  Verifizierung	  der	  Tissue-­‐Microarray-­‐Resultate	  durch	  die	  erläuterten	  qRT-­‐PCR-­‐	  und	  
IHC-­‐Experimente	   (Kapitel	   3.2.1	   bis	   3.2.4/3.3)	   sowie	   dem	   Nachweis	   der	   Spezifität	   der	   für	   Sec62	  
geschilderten	   Beobachtungen	   (Kapitel	   3.2.5)	   sollten	   anschließend	   durch	   diverse	   weiterführende	  
Experimente	   die	   molekularen	   Mechanismen	   näher	   untersucht	   werden	   über	   die	   SEC62	  
überexprimierende	   Lungenkarzinom-­‐Zellen	   einen	   Proliferationsvorteil	   gegenüber	   nicht	   tumorös	  
veränderten	   und	   einen	   „normalen“	   Sec62-­‐Proteingehalt	   aufweisenden	   Zellen	   erlangen.	   Hierzu	  
wurden	   zunächst	   an	   zehn,	   hinsichtlich	   ihres	  mittels	   IHC	   bestimmten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   für	   die	  
Grundgesamtheit	   repräsentativen	   Lungenkarzinom-­‐Fällen	   (6	   PEC,	   4	   AC)	   zusätzliche	  
immunshistochemische	   Untersuchungen	   mit	   Antikörpern	   gegen	   Bax,	   Bcl-­‐2,	   BiP,	   p63	   sowie	   Ki67	  
durchgeführt	  (Kapitel	  3.4).	  Dabei	  konnten	  für	  das	  proapoptotische	  Protein	  Bax,	  das	  antiapoptotische	  
Protein	   Bcl-­‐2,	   das	   an	   ER-­‐Stress	   sowie	   UPR-­‐Regulation	   beteiligte	   Hsp70-­‐Chaperon	   BiP	   sowie	   den	  
plattenepithelialen	   Differenzierungsmarker	   p63	   zwar	   mit	   publizierten	   Studien	   sehr	   gut	  
übereinstimmende	  Färbeergebnisse	  [Pezzella	  et	  al.	  1993;	  O´Neill	  et	  al.	  1996;	  Wu	  et	  al.	  2003;	  Kim	  et	  
al.	  2011;	  Mukhopadhyay	  und	  Katzenstein	  2011]	  jedoch	  in	  keinem	  der	  Fälle	  eine	  Korrelation	  mit	  dem	  
Sec62-­‐Proteingehalt	  beobachtet	  werden.	  Aufgrund	  dieser	  Resultate	  lässt	  sich	  postulieren,	  dass	  Sec62	  
in	   Lungenkarzinomzellen	   keinen	   Einfluss	   auf	   die	   beiden	   apoptoseregulierenden	   Proteine	   Bax	   und	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Bcl2	   zu	   haben	   scheint	   und	   auch	   nicht	   in	   Abhängigkeit	   der	   mehr	   oder	   weniger	   stark	   erhaltenen	  
plattenepithelialen	   Differenzierung	   (zumindest	   soweit	   anhand	   des	   hierfür	   oft	   verwendeten	   p63-­‐
Signals	   beurteilbar)	   reguliert	   wird.	   Auch	  mit	   dem	   Ausmaß	   der	   UPR-­‐Induktion	   in	   den	   Tumorzellen,	  
beurteilt	   anhand	   der	   Steigerung	   des	   Gehaltes	   an	   BiP,	   war	   der	   Sec62-­‐Proteingehalt	   in	   den	  
untersuchten	   Fällen	   nicht	   in	  Verbindung	   zu	   bringen.	   Jedoch	  dürfen	  diese	   Ergebnisse	   nicht	   in	   einer	  
Weise	   überinterpretiert	   werden	   als	   dass	   eine	   Beteiligung	   von	   Sec62	   mit	   den	   Mechanismen	   der	  
Apoptoseregulation,	   der	   Unfolded	   Protein	   Response	   oder	   der	   (Ent)differenzierung	   von	  
Lungenkarzinomzellen	   gänzlich	   ausgeschlossen	   würde,	   da	   die	   hier	   untersuchten	   Proteine	   lediglich	  
einzelne	   Vertreter	   von	   sehr	   komplexen	   und	   aus	   zahleichen	   parallel	   geschalteten	   Netzwerken	  
bestehenden	   Signalwegen	   darstellen.	   Ganz	   im	   Gegenteil	   könnte	   eine	   Untersuchung	   von	   weiteren	  
Proteinen,	  beispielsweise	  Caspase	  12,	  CHOP,	  XBP1s,	  PERK,	  ATF6,	  IRE1	  oder	  SCC	  weitere	  Hinweise	  auf	  
Sec62-­‐regulierte	   karzinogene	   Mechanismen	   liefern.	   Dagegen	   konnte	   innerhalb	   der	   Gruppe	   der	  
Plattenepithelkarzinome	  eine	  deutliche	  positive	   Korrelation	  des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   (bzw.	   Sec62	  
IRS-­‐Wertes)	   mit	   der	   Proliferationsfraktion	   (Ki67-­‐Proliferationindex)	   des	   entsprechenden	   Tumors	  
festgestellt	  werden	  (Abb.	  3.21).	  Diese	  Beobachtung	  bestätigt	  die	  bereits	  erläuterte	  Hypothese	  einer	  
onkogenen	  Funktion	  von	  SEC62	   in	  pulmonalen	  Plattenepithelkarzinomen	  und	  lässt	  sich	  sehr	  gut	  mit	  
den	   beschriebenen	   Korrelationen	   eines	   erhöhten	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   bzw.	   einer	   SEC62-­‐
Überexpression	   mit	   fortgeschrittenen	   klinischen	   Stadien	   und	   dem	   Auftreten	   von	  
Lymphknotenmetastasen	  vereinbaren.	  In	  Anlehnung	  an	  die	  im	  letzten	  Kapitel	  erläuterten	  funktionell-­‐
zellbiologischen	   Beobachtungen	   könnte	   der	   Zusammenhang	   zwischen	   einer	   hohen	  
Proliferationsfraktion	   und	   einer	   starken	   Erhöhung	   des	   Sec62-­‐Proteingehaltes	   beispielsweise	   darin	  
bestehen,	  dass	  SEC62	  überexprimierende	  Zellen	  den	  mit	  einer	  hohen	  Zellteilungsrate	  durch	  erhöhte	  
Proteinsynthese	  und	  die	  erst	  zeitlich	  verzögert	  einsetzende	  Neovaskularisation	  einhergehenden	  ER-­‐
Stress	   [Dong	  et	  al.	  2008;	  Luo	  und	  Lee	  2012]	  besser	  bewältigen	  können.	  So	   ließe	  sich	  auch	  erklären	  
wieso	   in	   „real-­‐time	   cell	   proliferation“	   Experimenten	   (Roche	   Xcellingence)	   zwar	   kein	   signifikanter	  
Effekt	   eines	   alleinigen	   SEC62-­‐Silencings	   auf	   das	   Proliferationsverhalten	   von	   Schilddrüsen-­‐	   und	  
Lungenkarzinomzellen	  beobachtet	  werden	  konnte	  hingegen	  bei	  zusätzlicher	  Induktion	  von	  ER-­‐Stress	  
mittels	  Thapsigargin-­‐Behandlung	  ein	  deutlicher	  Proliferationsvorteil	  von	  Zellen	  mit	  höherem	  Sec62-­‐
Proteingehalt	   gezeigt	   werden	   konnte	   [Linxweiler	   et	   al.	   2012].	   Bei	   den	   untersuchten	  
Adenokarzinomen	  ließ	  sich	  im	  Gegensatz	  hierzu	  nach	  Untersuchung	  von	  14	  Fällen	  keine	  Korrelation	  
zwischen	   dem	   Anteil	   Ki67-­‐positiver	   Zellen	   und	   dem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   der	   jeweiligen	   Tumoren	  
beobachten.	  Diese	  Ergebnisse	  lassen	  sich	  gut	  damit	  vereinbaren,	  dass	  eine	  3q26.2	  Amplifikation	  bei	  
Plattenepithelkarzinomen,	   nicht	   jedoch	   bei	   Adenokarzinomen	   eine	   häufig	   beschriebene	  
chromosomale	   Aberration	   darstellt,	   dass	   die	   in	   dieser	   Arbeit	   für	   Sec62	   beschriebenen	   Effekte	   auf	  
mRNA-­‐	   wie	   auf	   Proteinebene	   bei	   Plattenepithelkarzinomen	   im	   Vergleich	   zu	   Adenokarzinomen	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deutlich	   stärker	   ausgeprägt	   waren	   und	   auch	   die	   beschriebenen	   Korrelationen	   des	   Sec62-­‐
Proteingehaltes	  mit	  klinischen	  Parametern	  nur	  innerhalb	  der	  Subgruppe	  der	  Plattenepithelkarzinome	  
zu	  beobachten	  waren.	  	  	  
	  
	  
	  
4.4.2	  2D-­‐DIGE	  Experimente	  
	  
Neben	   den	   im	   letzten	   Abschnitt	   erläuterten,	   immunhistochemischen	   Zusatzuntersuchungen	   stellte	  
die	   differentielle	   Proteomanalyse	   von	   Lungenkarzinom-­‐Gewebeproben	   sowie	   SEC62	  
überexprimierenden	   Hek293-­‐Zellen	   gegenüber	   jeweils	   geeigneten	   Kontrollen	   mittels	   der	   2D-­‐DIGE	  
Technik	  einen	  zweiten	  Ansatz	  zur	  Identifizierung	  Sec62-­‐regulierter	  karzinogener	  Mechanismen	  sowie	  
Sec62-­‐abhängiger	  Transportsubstrate	  dar.	   Zunächst	  wurden	   sowohl	   für	  Plattenepithel-­‐	   als	   auch	   für	  
Adenokarzinome	  sechs	  Probenansätze	  per	  IEF	  und	  SDS-­‐PAGE	  aufgetrennt,	  digitalisiert	  und	  statistisch	  
analysiert,	   die	   zuvor	   aus	   den	   isolierten	   und	   gereinigten	   Proteinen	   von	   jeweils	   zwei	   bis	   drei	  
Tumorgewebeproben	   sowie	   den	   entsprechenden	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	  
zusammengesetzt	   worden	   waren.	   Die	   Fälle	   wurden	   dabei	   so	   ausgewählt,	   dass	   die	  
Plattenepithelkarzinomansätze	   im	  Mittel	  einen	   relativen	  Sec62-­‐Proteingehalt	   von	  etwa	  4,2	  und	  die	  
Adenokarzinomansätze	   einen	   von	   ca.	   2,3	   in	   den	   Tumorproben	   gegenüber	   den	   tumorfreien	  
Gewebeproben	   aufwiesen	   (Tab.	   3.8).	   Bei	   der	   computergestützten	   Auswertung	   mit	   der	   DeCyderTM	  
Software	  konnten	  –	  für	  eine	  gute	  Auftrennung	  sprechend	  –	  auf	   jedem	  der	  Gele	  zwischen	  2000	  und	  
3000	  Proteinspots	  detektiert	  werden,	  davon	  zeigten	  sowohl	  bei	  den	  Plattenepithel-­‐	  als	  auch	  bei	  den	  
Adenokarzinomen	   41	   (ca.	   1,6%)	   in	   den	   untersuchten	   Ansätzen	   eine	   signifikante	   Regulation.	   Diese	  
gegenüber	   beispielsweise	   mit	   kultivierten	   Zellen	   durchgeführten	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   (s.u.)	  
vergleichsweise	  sehr	  hohe	  Anzahl	  regulierter	  Proteine	  trägt	  der	  Tatsache	  Rechnung,	  dass	  es	  sich	  bei	  
den	  hier	  miteinander	   verglichenen	  Probenarten	  um	   in	   ihrer	   Zusammensetzung	  mehr	  oder	  weniger	  
grundverschiedene	   Gewebe	   handelt.	   Bei	   den	   Adenokarzinomen	   wiesen	   von	   den	   41	   regulierten	  
Proteinspots	   18	   in	   den	   Tumoren	   eine	   höhere,	   23	   einen	   niedrigere	   Signalintensität	   gegenüber	   den	  
tumorfreien	  Gewebeproben	  auf,	  bei	  den	  Plattenepithelkarzinomen	  traf	  dies	  für	  19	  bzw.	  22	  Spots	  zu.	  
Diese	   relative	   Verteilung	   sowie	   der	   Anteil	   regulierter	   Spots	   entspricht	   grundsätzlich	   den	  
Beobachtungen	  methodisch	   ähnlich	   konzipierter,	   bereits	   publizierter	   Untersuchungen	   [Poschmann	  
et	  al.	  2009].	  Im	  Rahmen	  der	  massenspektrometrischen	  Analyse	  konnten	  hinsichtlich	  Größe,	  Funktion	  
und	   subzellulärer	   Lokalisation	   sehr	   unterschiedliche	   Proteine	   identifiziert	   werden,	   die	   u.a.	   den	  
Bereichen	  ER-­‐Stress	  bzw.	  UPR	  (z.B.	  Endoplasmin,	  BiP,	  Hsp70	  1A/1B,	  Hop),	  Zytoskelett	  (z.B.	  Vimentin,	  
Plastin	   3,	   Cytoskeleton-­‐associated	   protein	   4)	   sowie	   Energiestoffwechsel	   (z.B.	   α-­‐Enolase,	  
Isocitratdehydrogenase)	  zuzuordnen	  waren	  und	  darüber	  hinaus	  in	  einigen	  Fällen	  bereits	   in	  anderen	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Studien	  als	  in	  nicht-­‐kleinzelligen	  Lungenkarziomen	  differentiell	  reguliert	  beschrieben	  wurden	  [Li	  et	  al.	  
2003;	  Li	  et	  al.	  2006;	  Bührens	  et	  al.	  2009].	  12	  Proteine	  konnten	  dabei	  sowohl	  bei	  den	  Plattenepithel-­‐	  
als	   auch	   bei	   den	   Adenokarzinomansätzen	   als	   signifikant	   und	   gleichsinnig	   reguliert	   identifiziert	  
werden	   (Tab.	   4.2),	   was	   diese	   in	   Anbetracht	   einer	   ansonsten	   meist	   sehr	   geringen	   Überlappung	  
zwischen	   diesen	   beiden	   histologischen	   Entitäten	   [Bührens	   et	   al.	   2009]	   zu	   vielversprechenden	  
Kandidaten	   für	   eine	   Sec62-­‐abhängige	   Regulation	   macht,	   die	   es	   über	   anschließende	   funktionell-­‐
zellbiologische	  Experimente	  zu	  verifizieren	  galt.	  	  
	  
	  
Tab.	   4.2:	   Übersicht	   über	   die	   in	   der	   2D-­‐DIGE	   Analyse	   von	   Gewebeproben	   und	   SEC62	   überexprimierenden	  
Hek293-­‐Zellen	   reproduzierbar	   und	   signifikant	   regulierten	   Proteine.	   NADP=Nikotinamidadenindinukleotid-­‐
phosphat;	  Hsp=heat	  shock	  protein;	  EMT=epitheliale-­‐mesenchymale	  Transition;	  ↑=	  in	  Tumorproben	  gegenüber	  
tumorfreien	   Proben	   bzw.	   SEC62	   überexprimierenden	   gegenüber	   nicht	   überexprimierenden	   Hek-­‐Zellen	  
erhöhter	   Gehalt;	   ↓=	   in	   Tumorproben	   	   gegenüber	   tumorfreien	   Proben	   bzw.	   SEC62	   überexprimierenden	  
gegenüber	  nicht	  überexprimierenden	  Hek-­‐Zellen	  erniedrigter	  Gehalt	  	  
	  
	  
Proteinname*
Masse*
[kDa]* Funk3on* PEC* AC* Hek*
Hitzeschock+70+kDa+
Protein+1A/1B+
70,3+
Hsp70+Chaperon++Proteinfaltung+(Zellkern/Zytosol/
Lysosom)+ EEE+ EEE+ ↑+
StressEinduziertes+
Phosphoprotein+1+
63,2+
Synonym:+Hop=Hsp70+Hsp90+organizing+protein;+
Cochaperon+des+Hsp70/Hsp90EKomplexes+ EEE+ EEE+ ↑+
Serin/Threonin+
Proteinphosphatase+2A+65+
kDa,+regulatorische+
Untereinheit+Aα"
65+
regulatorisches+Element+der+PP2A,+zu+deren+
Zielmolekuülen+u.a.+einige+Elemente+onkogener+
Signalkaskaden+wie+Raf,+MEK+oder+AKT+zählen+
EEE+ EEE+ ↓+
Vimen]n+ 53,7+
Intermediärﬁlament+in+mesenchymalen+Zellen,+EMTE
Marker+ ↑+ ↑+ ↓+
αEEnolase+ 47,5+ an+der+Glykolyse+beteiligtes+Enzym+ ↑+ ↑+ EEE+
Carboanhydrase+1+ 28,9+
katalysiert+Interkonversion+von+Kohlendioxid+und+
Wasser+zu+Bikarbonat+und+Protonen;+v.a.+in+
Erythrozyten+und+im+Gastrointes]naltrakt+
vorkommende+Isoform+
↓+ ↓+ EEE+
Carboanhydrase+2+ 29,3+
katalysiert+Interkonversion+von+Kohlendioxid+und+
Wasser+zu+Bikarbonat+und+Protonen;+ubiquitär+
vorkommende+Isoform+
↓+ ↓+ EEE+
Endoplasmin+ 92,7+ Synonym:+Hsp90B1+=+EREluminales+Hsp90+Chaperon+ ↑+ ↑+ EEE+
Hämopexin+ 52,4+
bindet+Häm+mit+hoher+Aﬃnität++schützt+den+Körper+
vor+oxida]vem+Schaden+durch+freies+Häm+und+spielt+
eine+Rolle+für+Eisenwiederverwertung+nach+Hämabbau+
↓+ ↓+ EEE+
Histon+H4+ 11,4+ Regula]on+der+Chroma]nstruktur+ ↓+ ↓+ EEE+
Ig+alphaE1+chain+C+region+ 38,5+ Bestandteil+von+Immunglobulinen+der+Klasse+α1+ ↓+ ↓+ EEE+
Isocitrate+dehydrogenase+
[NADP]+cytoplasmic+
46,9+ Enzym+des+Citratzyklus+ ↑+ ↑+ EEE+
Lamin+B2+ 67,8+ mit+der+Kernhülle+assoziiertes+Intermediärﬁlament+ ↓+ ↓+ EEE+
Neutrophil+defensin+1+ 10,5+
in+neutrophilen+Granulozyten+vorkommendes+Enzym+
zur+Bekämpfung+von+Mikroorganismen+ ↑+ ↑+ EEE+
Plas]n+3+ 71,3+
Ak]nEbindendes+und+dessen+Struktur+regulierendes+
Protein;+NEterminale+Ca2++Bindedomäne+ ↓+ ↓+ EEE+
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Bevor	   jedoch	   dieser	   Schritt	   in	   Angriff	   genommen	   wurde,	   sollte	   die	   Liste	   der	   Kandidaten-­‐Proteine	  
durch	   eine	   zweite	   Reihe	   von	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   stärker	   auf	   in	   Sec62-­‐spezifische	  
Regulationsprozesse	  eingebundene	  Vertreter	  eingegrenzt	  werden	  (Kapitel	  3.5.2).	  Hierzu	  wurden	  die	  
Proteome	   zweier	   Populationen	   von	   Hek293-­‐Zellen	  miteinander	   verglichen,	   die	   sich	   einzig	   dadurch	  
unterschieden,	  dass	  die	  eine	  zuvor	  mit	  einem	  die	  SEC62-­‐cDNA	  enthaltenden	  Plasmid	  und	  die	  andere	  
mit	   einem	   Leervektor-­‐Plasmid	   stabil	   transfiziert	   worden	   war.	   Dies	   führte	   zwischen	   den	   beiden	  
Zellpopulationen	   zu	   einem	   relativen	   Unterschied	   im	   Sec62-­‐Proteingehalt	   von	   etwa	   3	   bis	   4	   (Abb.	  
3.25).	   Auch	   hier	  wurden	   sechs	   Parallelexperimente	   durchgeführt	   und	   pro	  Gel	   etwa	   2000	   bis	   3000	  
distinkte	   Proteinspots	   detektiert.	   Allerdings	   lag	   der	   Anteil	   bzw.	   die	   Anzahl	   signifikant	   regulierter	  
Spots	   im	   Vergleich	   zu	   den	   mit	   Gewebeproben	   durchgeführten	   Experimenten	   deutlich	   niedriger,	  
nämlich	  bei	  7	  Spots	  die	  entsprechend	  der	  massenspektrometrischen	  Analyse	  5	  differentiell	  regulierte	  
Proteine	   repräsentierten	   (Tab.	   3.12/Tab.4.2).	   Dabei	   konnten	   mit	   Hsp70	   1A/1B	   sowie	   Hop/STIP1	  
wiederum	  zwei	  Vertreter	  aus	  dem	  Kontext	  ER-­‐Stress	  bzw.	  Proteinfaltung	  identifiziert	  werden,	  jedoch	  
stellte	  das	  Intermediärfilament	  Vimentin	  das	  einzige	  Protein	  dar,	  welches	  sowohl	  bei	  der	  Analyse	  von	  
Karzinomen	   mit	   erhöhtem	   Sec62-­‐Proteingehalt	   als	   auch	   von	   SEC62	   überexprimierenden	   Hek293-­‐
Zellen	   eine	   signifikante	   Regulation	   zeigte	   (Tab.	   4.2).	   Dies	   lässt	   in	   jedem	   Fall	   eine	   Sec62-­‐abhängige	  
Modulation	   des	   Vimentin-­‐Gehaltes	   vermuten,	   paradoxerweise	   zeigte	   dieser	   aber	   bei	   den	   beiden	  
experimentellen	   Ansätzen	   eine	   unterschiedliche	   Regulation:	   Während	   in	   den	   Karzinomproben	   ein	  
gegenüber	   den	   tumorfreien	   Lungengewebeproben	   erhöhter	   Vimentin-­‐Gehalt	   detektiert	   werden	  
konnte,	  war	  dieser	   in	  SEC62-­‐überexprimierenden	  gegenüber	  mit	   Leervektor	   transifizierten	  Hek293-­‐
Zellen	  erniedrigt.	  Im	  letztgenannten	  Fall	  könnte	  man	  vermuten,	  dass	  es	  sich	  bei	  Vimentin	  womöglich	  
um	   ein	   Sec62-­‐abhängiges	   Transportsubstrat	   handelt	   (im	   Folgenden	   „Transportsubstrat-­‐Hypothese“	  
genannt),	   eine	   Erhöhung	   des	   Vimentingehaltes	   dagegen	   ließe	   sich	   im	   Sinne	   einer	   Beteiligung	   von	  
Sec62	   am	   Prozess	   der	   sog.	   epithelialen-­‐mesenchymalen	   Transition	   (EMT)	   deuten	   (im	   Folgenden	  
„EMT-­‐Hypothese“	   genannt).	   Dabei	   handelt	   es	   sich	   um	   einen	   mit	   den	   Mechanismen	   der	  
Karzinogenese	  und	  insbesondere	  der	  Metastasierung	  assoziierten,	  in	  den	  letzten	  Jahren	  sehr	  intensiv	  
erforschten	   Mechanismus	   in	   dessen	   Rahmen	   es	   in	   den	   von	   ihrem	   Ursprung	   her	   eigentlich	  
epithelialen	   Tumorzellen	   zu	   einer	   Ausprägung	   von	   Eigenschaften	   mesenchymaler	   Zellen	   –	   wie	  
gesteigerter	   Invasions-­‐	   und	   Migrationsfähigkeit,	   Induktion	   von	   Stammzell-­‐Eigenschaften	   oder	  
Verhinderung	  von	  Apoptose	  und	  zellulärer	  Seneszenz	  –	  kommt	  [Thiery	  et	  al.	  2009]	  (Abb.	  4.5).	  Damit	  
einher	   geht	   auch	   das	   Auftreten	   von	   für	   mesenchymale	   Zellen	   typischen	   und	   eigentlich	   nicht	   in	  
Epithelien	   vorkommenden	   Proteinen	   wie	   u.a.	   Vimentin	   oder	   Snail	   sowie	   der	   Verlust	   typisch	  
epithelialer	  Proteine	  wie	  z.B.	  E-­‐Cadherin,	  die	  deshalb	  in	  ihrer	  Kombination	  in	  der	  Forschung	  als	  sog.	  
„EMT-­‐Marker“	   dienen	   können	   [Thiery	   2002;	   Yang	   et	   al.	   2004;	   Huber	   et	   al.	   2005].	   Im	   Kontext	   der	  
vorliegenden	  experimentellen	  Befunde	  sprechen	  aus	  Sicht	  des	  Autors	   im	  Hinblick	  auf	  Vimentin	  und	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Sec62	  nun	  verschiedene	  Überlegungen	  für	  	  die	  „EMT-­‐Hypothese“	  und	  gegen	  die	  „Transportsubstrat-­‐
Hypothese“:	  Das	   Intermediärfilament	  Vimentin	  stellt	  ein	  zytosolisch	   lokalisiertes	  Protein	  und	  damit	  
im	  Gegensatz	  zu	  beispielsweise	  Membran-­‐	  sowie	  sezernierten	  Proteinen	  kein	  typisches	  Substrat	  für	  
den	   Transport	   über	   die	   Membran	   des	   endoplasmatischen	   Retikulums	   dar.	   Entsprechend	   müsste	  
aufgrund	   der	   Erkenntnisse	   im	   Bereich	   der	   zellulären	   Proteinsynthese	   vermutet	   werden,	   dass	  
Vimentin	   außerhalb	   des	   „Secretory	   pathway“	   von	   zytosolischen,	   „freien“	   Ribosomen	   synthetisiert	  
wird.	   Darüber	   hinaus	   ist	   zu	   konstatieren,	   dass	   erstens	   sich	   die	   Funktion	   von	   Sec62	   in	   „normalen“	  
gegenüber	   derjenigen	   in	   Tumorzellen	   möglicherweise	   nicht	   unerheblich	   unterscheidet	   und	   dass	  
zweitens	  durch	  das	   initial	  durchgeführte	  TMA-­‐Experiment	  bereits	  gezeigt	  werden	  konnte,	  dass	  sich	  
die	   Rolle	   von	   Sec62	   bei	   der	   Entstehung	   von	   Tumoren	   auf	   bestimmte	   Entitäten	   –	   nämlich	   das	  
Lungenkarzinom	  und	  das	  differenzierte	  Schilddrüsenkarzinom	  –	   zu	  beschränken	  oder	   zumindest	   zu	  
konzentrieren	  scheint	  [Greiner	  et	  al.	  2011A].	  Von	  daher	  stellen	  die	  in	  dem	  zweiten	  experimentellen	  
Ansatz	   verwendeten	  Hek293-­‐Zellen	   zwar	   eine	  Möglichkeit	   dar	   im	  Vergleich	   zu	  den	  Gewebeproben	  
eine	   deutlich	   höhere	   Spezifität	   hinsichtlich	   Sec62-­‐abhängiger	   Effekte	   zu	   erreichen	   sind	   aber	   als	  
„Modellorganismus“	   für	   die	   Situation	   in	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinomen	   als	   humane	  
embryonale	   Nierenzellen	   wahrscheinlich	   nur	   bedingt	   geeignet.	   Nichtsdestotrotz	   gibt	   die	  
Beobachtung	  einer	  signifikanten	  Regulation	  des	  Vimentingehaltes	  auch	  in	  SEC62	  überexprimierenden	  
Hek293-­‐Zellen	   eine	   starken	   Anhalt	   dafür,	   dass	   es	   sich	   bei	   Vimentin	   tatsächlich	   um	   einen	   Sec62-­‐
Interaktionspartner	  bzw.	  ein	  durch	  Sec62	  reguliertes	  Protein	  handeln	  könnte.	  	  
	  
	  
Abb.	  4.5:	  Rolle	  der	  epithelialen-­‐mesenchymalen	  Transition	   (EMT)	  bei	  der	  Tumormetastasierung.	  Abbildung	  
übernommen	   aus	   [Weinberg	   2007].	   Vermutlich	   induziert	   durch	   Signale	   aus	   dem	   tumorassoziierten	   Stroma	  
untergehen	  Krebszellen	  des	  primären	  Karzinoms	  einer	  EMT,	  welche	  sie	  dazu	  befähigt	  lokal	   in	  das	  umliegende	  
Gewebe	  invasiv	  einzuwachsen,	  Zugang	  zu	  Blutgefäßen	  zu	  bekommen	  und	  letztlich	  über	  das	  Kreislaufsystem	  in	  
fremde	   Organe	   zu	   gelangen,	   um	   dort	   Mikrometastasen	   zu	   bilden.	   Nachdem	   sich	   diese	   in	   der	   neuen	  
Gewebeumgebung	  („tumor	  microenvironment“)	  etabliert	  haben,	  kommt	  es	  durch	  einen	  zur	  EMT	  umgekehrten	  
Prozess	   (MET)	   wieder	   zu	   einer	   verstärkten	   Ausprägung	   des	   epithelialen	   Phänotyps	   und	   einem	   weiteren	  
Wachstums	  zu	  makroskopisch	  sichtbaren	  Metastasen.	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In	   Bezug	   auf	   die	   Richtung	   der	   Vimentin-­‐Regulation	   ist	   allerdings	   aufgrund	   der	   genannten	  
Überlegungen	   eher	   den	   Resultaten	   der	  mit	   Gewebeproben	   durchgeführten	   Experimente	   im	   Sinne	  
der	   „EMT-­‐Hypothese“	   Glauben	   zu	   schenken.	   So	   ließe	   sich	   mit	   einer	   Beteiligung	   von	   Sec62	   am	  
Mechanismus	   der	   epithelialen-­‐mesenchymalen	   Transition	   auch	   sehr	   gut	   der	   beschriebene,	   starke	  
Einfluss	   von	   Sec62	   auf	   das	   Migrationsverhalten	   von	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinomzellen	  
[Linxweiler	   et	   al.	   2012]	   erklären.	  Weiterhin	   wurde	   in	   der	   Literatur	   bereits	   vielfach	   eine	   Rolle	   von	  
Vimentin	   in	   der	   Pathogenese	   des	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinoms	   beschrieben:	   Ein	   erhöhter	  
Vimentin-­‐Gehalt	   in	   Lungenkarzinomzellen	   wurde	   bereits	   von	   zahlreichen	   Autoren	   beschrieben	  
[Satelli	  und	  Li	  2011;	  Richardson	  et	  al.	  2012],	  Kim	  und	  Kollegen	  [Kim	  et	  al.	  2012]	  beobachteten	  eine	  
Korrelation	   eines	   solchen	   mit	   der	   Entdifferenzierung	   der	   Tumorzellen	   sowie	   fortgeschrittenen	  
klinischen	  Stadien	  (ähnlich	  wie	  in	  dieser	  Arbeit	  bzw.	  [Linxweiler	  et	  al.	  2012]	  für	  Sec62	  beschrieben!).	  
In	  der	  Untersuchung	  von	  Al-­‐Saad	  und	  Kollegen	  [Al-­‐Saad	  et	  al.	  2008]	  war	  ein	  erhöhter	  Vimentingehalt	  
in	   den	   Tumorzellen	   sogar	   mit	   einer	   signifikant	   schlechteren	   Prognose	   assoziiert.	   Somit	   stellt	   die	  
Untersuchung	   der	   Rolle	   von	   Sec62	   bei	   der	   EMT	   im	   nicht-­‐kleinzelligen	   Lungenkarzinom	  
zusammenfassend	  einen	  interessanten	  Gegenstand	  weiterer	  Forschung	  dar.	  2D-­‐DIGE	  Experimente,	  in	  
denen	   vergleichend	   die	   Proteome	   transient	   mit	   SEC62-­‐Plasmid	   bzw.	   mit	   Leervektor-­‐Plasmid	  
transfizierter	   Lungenkarzinomzellen	   (z.B.	   A549/H1299)	   analysiert	   werden,	   sollten	   beispielsweise	  
einen	   vielversprechenden	   Ansatz	   zur	   Bearbeitung	   dieser	   Fragestellung	   in	   zukünftigen	   Studien	  
darstellen,	   da	   sie	   sowohl	   sehr	   spezifisch	   für	   Sec62-­‐abhängige	   Effekte	   sein	   als	   auch	   in	   adäquater	  
Weise	   die	   molekular-­‐zellbiologische	   „Gesamtsituation“	   in	   Lungenkarzinomzellen	   repräsentieren	  
würden.	  Ebenfalls	  im	  Rahmen	  der	  Bewertung	  der	  in	  Kapitel	  3.5.1	  und	  3.5.2	  erläuterten	  Ergebnisse	  zu	  
erwähnen	  sind	  die	  methodischen	  Einschränkungen	  der	  2D-­‐DIGE	  Technik	  [Tonge	  et	  al.	  2001;	  Gade	  et	  
al.	   2003;	   Friedman	   2007]:	   So	   erfasst	   sie	   wie	   auch	   die	   „herkömmliche“	   2D-­‐Gelelektrophorese	   nur	  
einen	  Teil	  des	  Proteoms	  und	  weist	  insbesondere	  im	  Bereich	  besonders	  kleiner	  bzw.	  großer	  Proteine	  
sowie	  von	  Proteinen	  mit	  sehr	  niedrigem	  bzw.	  hohem	  isoelektrischen	  Punkt	  Lücken	  auf.	  Auch	  werden	  
Membranproteine	   in	   der	   Regel	   kaum	   bis	   gar	   nicht	   detektiert,	   da	   sich	   diese	   in	   der	   isoelektrischen	  
Fokussierung	  nicht	   vernünftig	   auftrennen	   lassen.	  Vor	  allem	  der	   letztgenannte	  Punkt	   ist	   im	  Kontext	  
der	   in	   dieser	   Arbeit	   verfolgten	   Fragestellung	   unbefriedigend,	   da	   einerseits	   Membranproteine	  
vielversprechende	   Kandidaten	   für	   Sec62-­‐abhängige	   Transportsubstrate	   darstellen	   und	   andererseits	  
Sec62	   selbst	   als	   ER-­‐Membranprotein	   in	   keinem	   der	   Gele	   detektiert	   werden	   konnte.	   Diese	  
Problematik	   ließe	  sich	  beispielsweise	  durch	  den	  methodischen	  Ansatz	  der	  „BAC-­‐Gele“	  beheben.	  Bei	  
diesem	  wird	   in	  der	  ersten	  Dimension	  statt	  einer	  Separation	  der	  Protein	  nach	   ihrem	   isoelektrischen	  
Punkt	  durch	  IEF	  ebenfalls	  eine	  Auftrennung	  nach	  dem	  Molekulargewicht	  durch	  eine	  Gelektrophorese	  
in	  einem	  sauren	  Puffersystem	  unter	  Verwendung	  des	  kationischen	  Detergens	  16-­‐Benzyldimethyl-­‐n-­‐
hexadecylammoniumchlorid	   (16-­‐BAC)	   durchgeführt	   und	   in	   der	   zweiten	   Dimension	   mit	   einer	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herkömmlichen	   SDS-­‐PAGE	   kombiniert.	   Dadurch	   sollen	   sich	   Berichten	   in	   der	   Literatur	   zufolge	   auch	  
komplexere	  Membranproteine	  gut	  auftrennen	  und	  analysieren	  lassen	  [Hartinger	  et	  al.	  1996;	  Zahedi	  
et	   al.	   2005].	   Einen	   weiteren,	   vielversprechenden	   Ansatz	   zur	   Identifizierung	   Sec62-­‐abhängiger	  
Transportsubstrate	  bzw.	  Sec62-­‐regulierter	  Proteine	  auf	  funktionell-­‐zellbiologischer	  Ebene	  könnte	  die	  
SILAC-­‐Technik	   („Stable	   isotope	   labeling	  by	  amino	  acids	   in	  cell	   culture“)	  darstellen	   [Ong	  et	  al.	  2002;	  
Harsha	  et	  al.	  2008].	  Hierbei	  werden	  parallel	  zwei	  Populationen	  von	  Zellen	  kultiviert	  (übertragen	  auf	  
die	   vorliegende	   Fragestellung	   beispielsweise	   mit	   SEC62-­‐	   bzw.	   Leervektor-­‐Plasmid	   transfizierte	  
Lungenkarzinomzellen),	   davon	   die	   eine	   mit	   normalem	   Kulturmedium,	   die	   andere	   mit	   einem	  
Kulturmedium	   in	   welchem	   eine	   oder	   mehrere	   Aminosäuren	   (z.B.	   Leucin)	   komplett	   durch	   ein	   mit	  
einem	  nicht-­‐radioaktiven	   Isotop	  markiertes	  Äquivalent	   (z.B.	  mit	  Deuterium	  markiertes	   Leucin=Leu-­‐
d3)	   ersetzt	   wurde.	   Dabei	   wird	   in	   der	   ersten	   Population	   in	   alle	   neu	   gebildeten	   Proteine	   das	  
unveränderte,	   in	   der	   zweiten	   Population	   das	   Deuterium-­‐markierte	   Leucin	   eingebaut.	   Nach	   etwa	   5	  
Zellteilungen	   finden	   sich	   in	   den	   Proteinen	   der	   beiden	   Zellfraktionen	   dann	   fast	   ausschließlich	  
normales	  bzw.	  markiertes	  Leucin.	  Anschließend	  werden	  die	  Zellen	  geerntet,	  die	  Proteine	  isoliert	  und	  
durch	   massenspektrometrische	   Analyse	   zwischen	   den	   beiden	   Populationen	   differentiell	   regulierte	  
Proteine	  identifiziert.	  Beide	  hier	  vorgestellten	  Alternativverfahren	  zur	  2D-­‐DIGE	  werden	  momentan	  in	  
der	  AG	  Zimmermann	  methodisch	  evaluiert	  und	  könnten	  daher	  in	  Zukunft	  als	  experimentelle	  Ansätze	  
zur	   Identifizierung	   Sec62-­‐abhängiger	   Transportsubstrate	   sowie	   Interaktionspartner	   zur	   Verfügung	  
stehen.	  Wie	  bereits	  erwähnt	  konnte	  mit	  der	  2D-­‐DIGE	  Technik	  eine	  recht	  gute	  Auftrennung	  der	  aus	  
Gewebeproben	  bzw.	  kultivierten	  Zellen	   isolierten	  Proteine	  in	  2000	  bis	  3000	  distinkte	  Spots	  erreicht	  
werden.	   Während	   die	   SDS-­‐PAGE	   hierbei	   fast	   nie	   Probleme	   bereitete,	   so	   kam	   es	   bei	   der	  
isoelektrischen	   Fokussierung	   des	   öfteren	   zu	   einer	   inkompletten	   Auftrennung	   infolge	   eines	  
„Hängenbleibens“	  des	  Proteingemisches	  an	  einer	  Stelle	  innerhalb	  des	  IPG-­‐Streifens.	  Dieses	  Problem	  
trat	   auch	  nach	  Reduzierung	  der	   aufgeladenen	  Proteinmenge	   auf	   ein	  Drittel	   der	   vom	  Hersteller	   für	  
den	   IPG-­‐Streifen	   angegebenen	  Maximalkapazität	   immer	   wieder	   auf.	   Einen	   Ansatz	   zur	   Beseitigung	  
dieses	   Problems	   stellt	   der	   Vorschlag	   von	   [Sanchez	   et	   al.	   1997]	   dar,	   welche	   die	   Proben	  weder	   am	  
anodischen	  noch	  am	  kathodischen	  Ende	  des	  IPG-­‐Streifens	  auftragen,	  sondern	  diesen	  gleich	  in	  einer	  
mit	   den	   Proben	   versetzten	   Lösung	   aufquellen	   lassen.	   Damit	   können	   laut	   den	   Autoren	   effektiv	  
Präzipitationen	  vermieden	  und	  darüber	  hinaus	  die	  Fokussierungszeiten	  deutlich	  verkürzt	  werden.	  	  
	  
	  
	  
4.4.3	  Untersuchungen	  zur	  Verifizierung	  der	  2D-­‐DIGE	  Ergebnisse	  
	  
Wie	   im	   letzten	   Kapitel	   erläutert	   konnte	   im	   Rahmen	   der	   mit	   Gewebeproben	   und	   stabil	   SEC62	  
überexprimierenden	   Hek293-­‐Zellen	   durchgeführten	   2D-­‐DIGE	   Experimente	   u.a.	   das	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Intermediärfilament	   Vimentin	   als	   potentieller	   Sec62-­‐Interaktionspartner	   bzw.	   Sec62-­‐reguliertes	  
Protein	   identifiziert	   werden.	   In	   beiden	   experimentellen	   Ansätzen	   zeigte	   sich	   für	   Vimentin	   eine	  
signifikant	  differentielle	  Regulation,	  wenn	  auch	  überraschenderweise	  in	  unterschiedliche	  Richtungen,	  
die	  im	  Sinne	  einer	  Beteiligung	  von	  Sec62	  an	  dem	  Prozess	  der	  epithelialen-­‐mesenchymalen	  Transition	  
(EMT)	   von	   Lungenkarzinom-­‐Zellen	   gedeutet	   wurde.	   Im	   Anschluss	   wurden	   diverse	   funktionell-­‐
zellbiologische	   Experimente	   durchgeführt	   deren	   Zielsetzung	   darin	   bestand	   eine	   Sec62-­‐abhängige	  
Regulation	  des	  Vimentingehaltes	  bzw.	  der	  Vimentinmorphologie	  in	  Krebszellen	  in	  vitro	  nachzuweisen	  
sowie	   Hinweise	   darüber	   zu	   erhalten	   ob	   es	   sich	   hierbei	   um	   eine	   in	   Bezug	   auf	   Sec62	   gleich-­‐	   oder	  
gegensinnige	   Regulation	   handelt.	   Zunächst	   wurden	   zu	   diesem	   Zweck	   nach	   stabiler	  
Plasmidtransfektion	   SEC62	   überexprimierende	   Hek293-­‐Zellen	   einerseits	   und	   mit	   Leervektor	  
transfizierte	  Hek293-­‐Zellen	  andererseits	  mittels	  Immunfluoreszenzfärbungen	  (IF)	  sowie	  quantitativen	  
Western	  Blot	  Untersuchungen	  auf	  eine	  vom	  Sec62-­‐Proteingehalt	  abhängige	  Änderung	  des	  Vimentin-­‐
Signals	   untersucht.	   In	   beiden	   Fällen	   zeigte	   sich	   eine	   solche	   jedoch	  weder	   in	   quantiativer	   (Western	  
Blot	   +	   IF)	   noch	   in	   qualitativer	   (IF)	   Hinsicht,	   obwohl	   sich	   der	   Sec62-­‐Gehalt	   in	   den	   beiden	  
Zellpopulationen	   um	   den	   Faktor	   8	   bis	   10	   unterschied	   (Abb.	   3.28/3.29).	   Auch	   eine	   entsprechende	  
Analyse	  von	  HeLa-­‐Zellen,	   in	  denen	  der	  Sec62-­‐Proteingehalt	  durch	  verschiedene	  Kombinationen	  von	  
transienter	  Plasmidtransfektion	  und	  siRNA-­‐Behandlung	  variiert	  wurde,	  zeigte	  keine	  Veränderung	  für	  
Vimentin	  (Abb.	  3.30/3.31),	  sodass	  der	  in	  den	  2D-­‐DIGE	  Experimenten	  vermutete	  Effekt	  von	  Sec62	  auf	  
den	  Vimentingehalt	  von	  Tumorzellen	  bisher	  nicht	  funktionell-­‐zellbiologisch	  verifiziert	  werden	  konnte.	  
Die	   einfachste	   und	   naheliegendste	   Erklärung	   für	   die	   vergeblichen	   Verifizierungsversuche	   würde	  
lauten,	  dass	  es	  sich	  bei	  dem	  Resultat	  der	  2D-­‐DIGE	  Experimente	  um	  ein	  Artefakt	  und	  keinen	  echten	  
Effekt	  handelt.	  Dies	   ist	   aus	  der	   Sicht	  des	  Autors	   jedoch	  unwahrscheinlich,	   da	  erstens	  die	   in	  diesen	  
Experimenten	   eingesetzten	   Gewebeproben	   hinsichtlich	   des	   Tumorzellgehaltes	   sehr	   sorgfältig	  
ausgewählt	  wurden	  und	   so	  eine	   relevante	  Kontamination	  mit	   Stromazellen	  bei	   den	  Versuchen	  mit	  
Patientengewebe	  fast	  sicher	  und	  bei	  den	  Versuchen	  mit	  kultivierten	  Zellen	  ohnehin	  ausgeschlossen	  
werden	   konnte;	   zweitens,	   da	   eine	   differentielle	   Regulation	   des	   Vimentins	   sowohl	   bei	   den	  
Plattenepithelkarzinom-­‐	  als	  auch	  bei	  den	  Adenokarzinomgelen	  (Tab.	  3.9)	  und	  auch	  bei	  den	  Gelen	  mit	  
Hek293-­‐Zellen	   (Tab.	   3.12)	   beobachtet	   werden	   konnte	   (und	   dies	   jeweils	   in	   mehreren	   Spots);	   und	  
schließlich	  drittens,	  da	  jeder	  dieser	  drei	  experimentellen	  Ansätze	  zum	  Erhalt	  statistisch	  signifikanter	  
Ergebnisse	   mit	   jeweils	   sechs	   parallel	   bearbeiteten	   und	   nach	   entsprechend	   stringenten	   Kriterien	  
(siehe	   Kapitel	   3.5.1)	   gemeinsam	   ausgewerteten	   biologischen	   Replikaten	   durchgeführt	   wurde.	  
Stattdessen	  könnte	  das	  Scheitern	  der	  geschilderten	  Verifizierungsversuche	  durchaus	  auf	  die	  bereits	  
bezüglich	   der	   2D-­‐DIGE	   Experimente	   mit	   Hek293-­‐Zellen	   erläuterte	   Einschränkung	   zurückzuführen	  
sein,	   dass	   weder	   diese	   als	   embryonale	   Nierenzellen	   noch	   HeLa-­‐Zellen	   als	   Abkömmlinge	   eines	  
Zervixkarzinoms	   ein	   geeignetes	   System	   zur	   Untersuchung	   einer	   wahrscheinlich	   (entsprechend	   der	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Ergebnisse	   des	   Multi	   Tumor	   Tissue	   Microarray)	   auf	   Lungen-­‐	   und	   Schilddrüsenkarzinome	  
beschränkten,	   onkogenen	  Wirkung	   von	   SEC62	   darstellen.	   So	   sollten	   zur	  weiteren	   Aufklärung	   einer	  
potentiellen,	   Sec62-­‐abhängigen	  Regulation	   von	  Vimentin	   die	   geschilderten	   Immunfluoreszenz-­‐	   und	  
Western	   Blot	   Untersuchungen	   unter	   Verwendung	   verschiedener	   Lungenkarzinomzelllinien	  
wiederholt	   werden.	   Auch	   könnte	   bei	   diesen	   Experimenten	   die	   Untersuchung	   eines	   typisch	  
epithelialen	   EMT-­‐Markers	   wie	   E-­‐Cadherin	   zusätzlich	   zu	   Sec62	   und	   Vimentin	   hilfreich	   sein.	   Ein	  
alternativer	   Interpretationsansatz	   der	   für	   Vimentin	   geschilderten	   Ergebniskonstellation	   könnte	  
lauten,	   dass	   es	   in	   Tumoren	   im	   Vergleich	   zu	   entsprechendem	   Normalgewebe	   zu	   einer	  
unterschiedlichen	  Phosphorylierung	  des	  Vimentins	  und	  damit	  einhergehend	  zu	  einer	  Regulation	  von	  
dessen	  Struktur	  und/oder	  Funktion	  kommt.	  Durch	  die	   im	  Rahmen	  der	  Phosphorylierung	  erfolgende	  
Addition	   zahlreicher	  protonierbarer	   Seitengruppen	  würde	   sich	  hierbei	   der	   isoelektrische	  Punkt	  des	  
Proteins	  mehr	  oder	  weniger	  deutlich	  verändern	  während	  die	  demgegenüber	  geringe	  Zunahme	  des	  
Molekulargewichtes	  in	  der	  SDS-­‐PAGE	  wohl	  nicht	  zu	  sehen	  wäre.	  Weiterhin	  erscheint	  es	  lohnenswert	  
unter	   Anwendung	   derselben	  methodischen	   Ansätze	   (Western	   Blot	   +	   IF)	  weitere,	   hinsichtlich	   einer	  
durch	   Sec62	   modulierten	   Regulation	   bzw.	   eines	   Sec62-­‐abhängigen	   Transportes	   vielversprechende	  
Kandidaten	   aus	   den	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   zu	   untersuchen	   bzw.	   die	   beobachteten	   Effekte	   zu	  
verifizieren.	  Zu	  dieser	  Gruppe	  ist	  beispielsweise	  Hsp70	  1A/1B	  (Tab.	  4.2)	  zu	  zählen,	  welches	  nicht	  nur	  
aufgrund	  seiner	  Funktion	  als	   stressinduziertes	  Hsp70	  Chaperon	  sondern	  auch	  vor	  dem	  Hintergrund	  
zahlreicher	   publizierter	   Untersuchungen	   im	   Kontext	   der	   vorliegenden	   Fragestellung	   von	   Interesse	  
sein	  dürfte:	  So	  ist	  nicht	  nur	  –	  wie	  auch	  in	  den	  hier	  durchgeführten	  2D-­‐DIGE	  Experimenten	  –	  bereits	  
von	   anderen	   Untersuchern	   ein	   erhöhter	   Gehalt	   dieses	   Proteins	   in	   Lungenkarzinomen	   gezeigt	  
[Malusecka	   et	   al.	   2001]	   sondern	   auch	   eine	   antiapoptotische	   und	   kanzerogene	   [Rérole	   et	   al.	   2011]	  
sowie	   eine	   die	   Migrations-­‐	   und	   Invasionsfähigkeit	   von	   (Krebs)zellen	   stimulierende	   Wirkung	  
nachgewiesen	  worden	   [Gastpar	   et	   al.	   2005;	   Sims	   et	   al.	   2011].	   Vor	   diesem	  Hintergrund	   ist	   es	   nicht	  
verwunderlich,	   dass	   Hsp70	   als	   Zielstruktur	   einer	   antineoplastischen	   Therapie	   in	   Betracht	   gezogen	  
wird	  [Didelot	  et	  al.	  2007;	  Jego	  et	  al.	  2010]	  und	  sich	  entsprechende	  Substanzen	  bereits	   in	   intensiver	  
präklinischer	  Erprobung	  [Massey	  et	  al.	  2010;	  Yerlikaya	  et	  al.	  2010;	  Leu	  et	  al.	  2011]	  befinden.	  STIP1,	  
PP2A,	   α-­‐Enolase	   sowie	   BiP	   sind	   weitere	   Vertreter	   der	   in	   den	   2D-­‐DIGE	   Experimenten	   differentiell	  
regulierten	  Proteine	   (Tab.	  4.2)	   für	  die	  ebenfalls	  eine	  Rolle	  bei	  der	  Entstehung	  maligner	  Neoplasien	  
nachgewiesen	  wurde	  [Koomägi	  et	  al.	  1999;	  Pancholi	  2001;	  van	  Hoof	  und	  Goris	  2004;	  Georges	  et	  al.	  
2011;	  Ruediger	  et	  al.	  2011;	  Walsh	  et	  al.	  2011;	  Sun	  et	  al.	  2012]	  und	  die	  daher	  bei	  weiterführenden	  
Untersuchungen	  berücksichtigt	  werden	  sollten.	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4.5	  Einordnung	  und	  Bedeutung	  der	  Ergebnisse	  dieser	  Arbeit	  vor	  
	   dem	   Hintergrund	   aktueller	   Entwicklungen	   in	   der	  
	   molekularen	  Onkologie	  
	  
Wie	  bereits	  in	  Kapitel	  1.1.2	  eingehender	  erläutert	  hat	  auf	  dem	  Gebiet	  der	  medikamentösen	  Therapie	  
des	  nichtkleinzelligen	  Lungenkarzinoms	  in	  den	  zurückliegenden	  15	  Jahren	  eine	  überaus	  dynamische	  
Entwicklung	  stattgefunden,	  die	  in	  erster	  Linie	  durch	  die	  Einführung	  neuer,	  sich	  die	  Erkenntnisse	  der	  
molekularen	   Onkologie	   zu	   Nutze	   machender	   Substanzen	   	   gekennzeichnet	   war	   [Mok	   2011;	  
Subramanian	  et	   al.	   2012].	   So	  konnten	  beispielsweise	  durch	  den	  Angiogenese-­‐Hemmer	  Bevcizumab	  
[Wakelee	  2008;	  Reck	  et	  al.	  2009],	  die	  EGFR-­‐TKIs	  Gefitinib	  und	  Erlotinib	  [Mok	  et	  al.	  2009;	  Rosell	  et	  al.	  
2012]	   sowie	   den	   EML4-­‐ALK	   Inhibitor	   Crizotinib	   [Kwak	   et	   al.	   2010]	   beträchtliche,	   teils	   prognostisch	  
hochrelevante	   Fortschritte	   in	   der	   Behandlung	   dieser	   überaus	   aggressiv	   verlaufenden	  
Krebserkrankung	   erzielt	   werden.	   Jedoch	   sind	   bei	   aller	   vorliegenden	   Wirksamkeits-­‐Evidenz	   und	  
sicherlich	   berechtigten	   Hoffnung	   in	   diese	   neuen	   „zielgerichteten	   Therapeutika“	   auch	   einige	   damit	  
verbundene	  Nachteile	  bzw.	  Einschränkungen	  zu	  nennen:	  Zunächst	  handelt	  es	  sich	  bei	  den	  genannten	  
Substanzen,	   zumeist	   monoklonale	   Antikörper	   oder	   sog.	   „small-­‐molecules“,	   um	   extrem	   teure	  
Medikamente	   was	   in	   erster	   Linie	   auf	   den	   mit	   deren	   Erforschung	   und	   klinischer	   Erprobung	  
verbundenen,	   immensen	  Kostenaufwand	  seitens	  der	  Pharmaindustrie	  zurückzuführen	   ist.	  So	  kostet	  
beispielsweise	  eine	  Gefitinib-­‐Therapie	  pro	  Jahr	  ca.	  40.000	  €	  [Arzneimittelkommission	  der	  deutschen	  
Ärzteschaft],	  eine	  Behandlung	  mit	  dem	  bisher	  nur	  von	  der	  FDA	  zugelassenen	  Crizotinib	  ca.	  115.200	  $ 
[American	  Cancer	  Society]	  wobei	  es	  sich	  bei	  den	  genannten	  Zahlen	   lediglich	  um	  die	  Kosten	   für	  das	  
Medikament	   handelt	   und	   begleitende	   klinische	  Nachuntersuchungen,	   Labortests	   oder	   bildgebende	  
Diagnostik	   noch	   nicht	   mit	   eingeschlossen	   sind.	   Eine	   weitere	   Einschränkung	   ist	   in	   der	   Tatsache	   zu	  
sehen,	  dass	   zwar	  einerseits	  durch	  die	  Untersuchung	  entsprechender	  Biomarker	   (KRAS-­‐Wildtyp	  und	  
EGFR-­‐Mutation	  bei	  den	  EGFR-­‐TKIs,	  EML4-­‐ALK-­‐Rearrangement	  bei	  Crizotinib)	   [Schneider	  et	  al.	  2008;	  
Shaw	   et	   al.	   2011]	   und/oder	   die	   epidemiologische	   Eingrenzung	   bestimmter	   Zielgruppen	   auf	   der	  
Grundlage	  von	  klinischen	  Studienergebnissen	  (asiatische,	  nicht	  rauchende	  Frauen	  bei	  den	  EGFR-­‐TKIs,	  
Männer	  mit	  Adenokarzinom	  bei	  Bevacizumab)	   [Mok	  et	  al.	  2009;	  Brahmer	  et	  al.	  2011]	  sehr	  effektiv	  
Patientenpopulationen	   selektiert	   werden	   können,	   die	   mit	   hoher	   Wahrscheinlichkeit	   von	   der	  
entsprechenden	  Therapie	  profitieren	  werden,	  dass	  diese	  aber	  andererseits	  nur	  einen	  geringen	  Teil	  
der	   NSCLC-­‐Patienten	   repräsentieren.	   Darüber	   hinaus	   sind	   diese	   neuen	   therapeutischen	   Optionen	  
einzig	   für	  die	  Gruppe	  der	  Patienten	  mit	  Adenokarzinomen	  relevant,	  da	  bei	  Plattenepithelkarzinom-­‐
Patienten	   (die	   immer	   noch	   fast	   die	   Hälfte	   aller	   NSCLC-­‐Patienten	   repräsentieren)	   im	   Fall	   von	  
Bevacizumab	  ein	  zu	  hohes	  Risiko	  für	  das	  Auftreten	  pulmonaler	  Blutungen	  unter	  der	  Therapie	  besteht	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[Reck	  et	  al.	  2012]	  und	   im	  Fall	  der	  EGFR-­‐TKIs	  sowie	  von	  Crizotinib	  die	   für	  eine	  Erfolg-­‐versprechende	  
Behandlung	   notwendigen	   EGFR-­‐Mutationen	   bzw.	   ALK-­‐Rearrangements	   in	   dieser	   histologischen	  
Subgruppe	  so	  gut	  wie	  nicht	  vorkommen	  [Pao	  und	  Girard	  2011].	   In	  wenigen	  Worten	   lassen	  sich	  die	  
erläuterten	   Aspekte	   zu	   Vor-­‐	   und	   Nachteilen	   der	   zielgerichteten	   Therapie	   im	   nichtkleinzelligen	  
Lungenkarzinom	   damit	   wie	   folgt	   zusammenfassen:	   Insbesondere	   die	   Beispiele	   Crizotinib	   sowie	  
Gefitinib/Erlotinib	   haben	   in	   den	   letzten	   Jahren	   eindrucksvoll	   demonstriert	   welche	   beachtlichen	  
Fortschritte	   sich	  durch	  den	  Einsatz	   von	  Substanzen,	  die	   gezielt	   an	  aberrant	   regulierten	  und	   für	  die	  
Tumorentstehung	   (mit)verantwortlichen	   molekularen	   Zielstrukturen	   angreifen,	   in	   der	  
medikamentösen	   Therapie	   des	   NSCLC	   erreichen	   lassen.	   Die	   Zielen	   einer	   möglichst	   hohen	  
Ansprechrate	  der	  Therapie	  sowie	  einer	  sinnvollen	  Ressourcenverteilung	  in	  einem	  immer	  schwieriger	  
werdenden	   finanziellen	  Umfeld	   verfolgend	   lässt	   sich	   deren	   Einsatz	   allerdings	   nur	   in	   solchen	   Fällen	  
rechtfertigen	   (siehe	   entsprechende	   FDA-­‐	   bzw.	   EMA-­‐Zulassungen)	   in	   denen	   eine	   entsprechende	  
genetische	   Aberration	   in	   Tumor-­‐Gewebeproben	   der	   Patienten	   detektiert	   werden	   kann.	   Dies	  
wiederum	   schließt	   mindestens	   70%	   aller	   an	   einem	   Adenokarzinom	   sowie	   quasi	   alle	   an	   einem	  
Plattenepithelkarzinom	  erkrankten	  Patienten	  von	  der	  Behandlung	  mit	  den	  bisher	  flächendeckend	  zur	  
Verfügung	  stehenden	  zielgerichteten	  Therapeutika	  aus.	  Vor	  diesem	  Hintergrund	  muss	  die	  Zielsetzung	  
zukünftiger	   Grundlagen-­‐	   sowie	   klinisch-­‐onkologischer	   Forschung	   im	   Bereich	   der	   nichtkleinzelligen	  
Lungenkarzinome	  darin	  bestehen,	  insbesondere	  für	  das	  pulmonale	  Plattenepithel-­‐	  aber	  auch	  für	  das	  
Adenokarzinom	   weitere	   für	   karzinomatöse	   Transformation,	   Tumorwachstum	   und	  
Tumormetastasierung	   bedeutsame	   Zielstrukturen	   zu	   identifizieren	   und	   spezifisch	   gegen	   diese	  
gerichtete	   Wirkstoffe	   in	   präklinischen	   sowie	   klinischen	   Studien	   zu	   evaluieren.	   Am	   Ende	   dieses	  
Prozesses	   würde	   im	   Sinne	   der	   oft	   zitierten	   „personalisierten	   Medizin“	   für	   eine	   medikamentöse	  
NSCLC-­‐Therapie	   eine	   ganze	   Reihe	   zielgerichtet	   an	   diversen	   molekularen	   Strukturen	   wirkender	  
Medikamente	  zur	  Verfügung	  stehen	  aus	  denen	  für	  jeden	  Patienten	  nach	  entsprechender	  genetischer	  
und	  molekularbiologischer	  Testung	  (die	  immer	  billiger	  werden	  wird	  und	  bereits	  jetzt	  in	  allen	  großen	  
Zentren	  einen	  festen	  Bestandteil	  des	  diagnostischen	  Algorithmus	  darstellt)	  die	  individuell	  wirksamste	  
Kombination	  bzw.	  Einzelsubstanz	  ausgewählt	  wird.	   In	  der	   vorliegenden	  Arbeit	  bzw.	  dem	  Projekt	   in	  
das	   diese	   eingebunden	   war	   konnte	   mit	   Sec62	   eine	   neue,	   auch	   als	   therapeutisches	   Target	   sehr	  
vielversprechende	   Komponente	   in	   der	   molekularen	   Karzinogenese	   insbesondere	   des	  
Plattenepithelkarzinoms	   identifiziert	   werden	   [Linxweiler	   et	   al.	   2012].	   Damit	   leistet	   sie	   vor	   dem	  
Hintergrund	  der	   aktuellen	  wissenschaftlichen	   Entwicklung	   einen	  Beitrag	   zum	  besseren	  Verständnis	  
der	  dieser	  Krebserkrankung	  zugrunde	  liegenden	  zellbiologischen	  Mechanismen,	  die	   im	  Zeitalter	  der	  
„molekularen	   Medizin“	   letztlich	   den	   Ausgangspunkt	   zur	   Entwicklung	   neuer	   und	   wie	   erläutert	  
besonders	  für	  diese	  Entität	  erforderlicher	  therapeutischer	  Optionen	  darstellen.	  In	  zukünftigen,	  an	  die	  
Resultate	   dieser	   Arbeit	   anknüpfenden	   Studien	  werden	   insbesondere	   die	   offenen	   Fragen	   nach	   den	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durch	   eine	   erhöhte	   Sec62-­‐Aktivität	   in	   Lungenkarzinomen	   induzierten	   molekularen	   Mechanismen	  
sowie	  nach	  einer	  prognostischen	  Relevanz	  eines	  erhöhten	  Sec62-­‐Gehaltes	  beantwortet	  aber	  auch	  –	  
durch	  entsprechende	  Experimente	  in	  einem	  Tiermodell	  –	  die	  Untersuchung	  der	  Übertragbarkeit	  der	  
auf	  quantitativ-­‐deskriptiver	  und	  funktionell-­‐zellbiologischer	  Ebene	  gemachten	  Beobachtungen	  auf	  in	  
vivo	  Bedingungen	  Berücksichtigung	  finden	  müssen.	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A	  B	  K	  Ü	  R	  Z	  U	  N	  G	  S	  V	  E	  R	  Z	  E	  I	  C	  H	  N	  I	  S	  
	  
2D	   zweidimensional(e)(er)(es)	  
16-­‐BAC	   16-­‐Benzyldimethyl-­‐n-­‐hexadecylammoniumchlorid	  
Å	   Angström	  (=0,1	  nm)	  
AC	   Adenokarzinom	  
ACTB	   β-­‐Aktin	  
ADP	   Adenosindiphosphat	  
AKT	   Ak	  strain	  thymoma	  
ALK	   anaplastic	  lymphoma	  kinase	  
AM	   Alveolarmakrophagen	  
APS	   Ammonium-­‐peroxi-­‐disulfat	  
AS	   Aminosäure(n)	  
ATC	   anaplastisches	  Schilddrüsenkarzinom	  
ATF6	   activating	  transcription	  factor	  6	  
ATP	   Adenosintriphosphat	  
ATS	   American	  Thoracic	  Society	  
Bax	   Bcl2-­‐assoziiertes	  X-­‐Protein	  
BCHE	   Butyrylcholinesterase	  
Bcl2	   B-­‐cell	  lymphoma	  2	  
BD	   Becton	  Dickinson	  
BE	   Bronchialepithel	  
BiP	   immunoglobulin	  heavy	  chain	  binding	  protein	  
bp	   Basenpaare	  
BRAF	   v-­‐Raf	  murine	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  B1	  
BSA	   Bovines	  Serum-­‐Albumin	  
BVA	   biologische	  Varianzanalyse	  
ca.	   zirka	  
cDNA	   complementary	  DNA	  (aus	  mRNA	  revers	  transkribierte	  DNA)	  
CGH	   komparative	  genomische	  Hybridisierung	  
CHAPS	   3-­‐[(3-­‐Cholamidopropyl)-­‐dimethylammonio]-­‐propan-­‐	  sulfonat	  
CHOP	   C/EBP	  homologous	  protein	  
CI	   confidence	  interval	  (Konfidenzintervall)	  
Cis	   Carcinoma	  in	  situ	  
CML	   chronisch	  myeloische	  Leukämie	  
CT	   Threshold	  Cycle	  
CTNNB1	   β-­‐Catenin	  1	  
DAB	   Diaminobenzidin	  
DAPI	   4’,	  6-­‐Diamidin-­‐2-­‐phenylindol	  
DIA	   Differential-­‐in-­‐gel	  analysis	  
DIGE	   Difference	  Gel	  Electrophoresis	  
DM	   Diabetes	  mellitus	  
DMEM	   Dulbecco´s	  modified	  Eagle	  medium	  
DMF	   Dimethylformamid	  
DNA	   Desoxyribonukleinsäure	  
dNTP	   desoxy	  Nukleotidtriphosphate	  
DSMZ	   Deutsche	  Sammlung	  von	  Mikroorganismen	  und	  Zellkulturen	  
dsRNA	   doppelsträngige	  RNA	  
DTT	   Dithiothreitol	  
ECOG	   Eastern	  Cooperative	  Oncology	  Group	  
EDTA	   Ethylen-­‐diamin-­‐tetraacetat	  
EGFR	   epidermal	  growth	  factor	  receptor	  
EHEC	   enterohämorrhagisches	  Escherischia	  coli	  
EIF4G1	   eukaryotic	  translation	  initiation	  factor	  4	  gamma,	  1	  
EM	   Elektronenmikroskopie	  
EMA	   European	  Medicines	  Agency	  
	  	  	  	  ______________________________________	  Abkürzungsverzeichnis	  ______________________________________	  
	   	  
	   201	  
EML4	   echinoderm	  microtubule-­‐associated	  protein-­‐like	  4	  
emPAI	   exponentially	  modified	  protein	  abundance	  index	  
EMT	   epitheliale-­‐mesenchymale	  Transition	  
ER	   endoplasmatisches	  Retikulum	  
ERS	   European	  Respiratory	  Society	  
ESD	   Esterase	  D	  
EVI	  1	   Ecotropic	  viral	  integration	  site	  1	  
FAM	   6-­‐Carboxyfluorescein	  
FCS	   fetales	  Kälberserum	  
FDA	   US	  Food	  and	  Drug	  Administration	  
FITC	   Fluorescein-­‐isothiocyanat	  
FFPE	   formalin-­‐fixed	  paraffin-­‐embedded	  
FISH	   Fluoreszenz-­‐in-­‐situ	  Hybridisierung	  
FMTC	   familiäres	  medulläres	  Schilddrüsenkarzinom	  
FRET	   Förster	  Resonanz	  Energie	  Transfer	  
FTC	   follikuläres	  Schilddrüsenkarzinom	  
FXR1	   fragile	  X	  mental	  retardation,	  autosomal	  homolog	  1	  
GAPDH	   Glycerinaldehyd-­‐3-­‐phosphat-­‐dehydrogenase	  
GBM	   Glioblastoma	  multiforme	  
GDP	   Guanosindiphosphat	  
GE	   General	  Electrics	  
GFP	   green	  fluorescent	  protein	  
GIST	   gastrointestinaler	  Stromatumor	  
Grp	   glucose	  regulated	  protein	  
GTP	   Guanosintriphosphat	  
GUSB	   β-­‐Glucuronidase	  
HCC	   hepatozelluläres	  Karzinom	  
HCV	   Hepatitis	  C	  Virus	  
HE	   Hämatoxylin	  Eosin	  
HEK293	   Human	  embryonic	  kidney	  293	  (Zelllinie	  humaner	  embryonaler	  Nierenzellen)	  
HeLa	   Henrietta	  Lacks	  (Zelllinie	  eines	  humanen	  Zervixkarzinoms)	  
HER	   human	  EGFR	  receptor	  
HIER	   heat-­‐induced	  epitope	  retrieval	  
HIV	   human	  immunodeficiency	  virus	  
HNPCC	   heriditäres	  nicht-­‐polypöses	  kolorektales	  Karzinom	  
Hop	   Hsp70	  Hsp90	  organizing	  protein	  
HPRT1	   Hypoxanthin-­‐Guanin-­‐Phosphoribosyltransferase	  1	  
H-­‐RAS	   Harvey	  rat	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  
HRP	   horesradish	  peroxidase	  (Meerettich-­‐Peroxidase)	  
Hsp	   heat-­‐shock	  protein	  
HUS	   hämolytisch-­‐urämisches	  Syndrom	  
HYOU1	   hypoxia	  upregulated	  1	  (Synonym:	  Grp	  170)	  
IAA	   Iodoacetamid	  
IARC	   International	  Agency	  for	  Research	  on	  Cancer	  
IASLC	   International	  Association	  for	  the	  Study	  of	  Lung	  Cancer	  
i.d.R.	   in	  der	  Regel	  
IEF	   isoelektrische	  Fokussierung	  
IF	   Immunfluoreszenz	  
Ig	   Immunglobulin	  
IHC	   Immunhistochemie	  
IPG	   immobilisierter	  pH-­‐Gradient	  
IRE1	   iron	  responsive	  element	  1	  
IRES	   internal	  ribosomal	  binding	  site	  
IRS	   immunreaktiver	  Score	  
IUBMB	   International	  Union	  of	  Biochemistry	  and	  Molecular	  Biology	  
IUPAC	   International	  Union	  of	  Pure	  and	  Applied	  Chemistry	  
K-­‐RAS	   Kirsten	  rat	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  
LCa	   Lungenkarzinom	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LCC	   large	  cell	  carcinoma	  (großzelliges	  Karzinom)	  
LSAB	   labelled	  streptavidin-­‐biotin	  
LV	   Leervektor	  
MAPK	   mitogen	  activated	  protein	  kinase	  
MAP2K	   Mitogen	  activated	  protein	  kinase	  kinase	  
MDS1	   Myelodysplastic	  Syndrome	  1	  
MEN	   multiple	  endokrine	  Neoplasie	  
MEK	   mitogen	  activated	  protein	  kinase	  kinase	  
MEK	   Methylethylketon	  
MET	   MNNG-­‐HOS	  transforming	  gene	  
MET	   mesenchymale-­‐epitheliale	  Transition	  
MGB	   minor	  groove	  binder	  
MIQE	   Minimum	  Information	  for	  Publication	  of	  Quantitative	  Real-­‐Time	  PCR	  Experiments	  
MMLV	   Moloney	  mouse	  leukemia	  virus	  
MN	   Macherey	  Nagel	  
MRD	   minimal	  residual	  disease	  
mRNA	   messenger	  RNA	  
MSS	   Marinesco-­‐Sjögren-­‐Syndrom	  
MTC	   medulläres	  Schilddrüsenkarzinom	  
MTOR	   mammalian	  target	  of	  rapamycin	  
MW	   Mittelwert	  
N	   Normalgewebeproben/	  tumorfreie	  Gewebeproben	  
NC	   nascent	  chain	  
NEAA	   nicht	  essentielle	  Aminosäuren	  
NEF	   nucleotide	  exchange	  factor	  
NEJM	   New	  Englang	  Journal	  of	  Medicine	  
NL	   nicht	  linear	  
N-­‐MYC	   myelocytomatosis	  viral	  related	  oncogene,	  neuroblastoma	  derived	  
N-­‐RAS	   Neuroblastoma	  rat	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  
NSCLC	   non-­‐small	  cell	  lung	  carcinoma	  (nicht-­‐kleinzelliges	  Lungenkarzinom)	  
o.g.	   oben	  genannt(e)(n)	  
PAK	   Polyzyklischer	  aromatischer	  Kohlenwasserstoff	  
PAK	   Primärantikörper	  	  
PAX8	   Paired-­‐Box	  protein	  8	  
PBS	   phsophat-­‐buffered	  saline	  
PCa	   Prostatakarzinom	  
PCC	   protein	  conducting	  channel	  
PCLD	   polyzystische	  Lebererkrankung	  
PCR	   Polymerase-­‐Kettenreaktion	  
PEC	   Plattenepithelkarzinom	  
PERK	   PKR-­‐like	  ER	  kinase	  
PI3K	   Phosphatidyinositol-­‐3-­‐kinase	  
PIK3CA	   Phosphatidylinositol-­‐3-­‐kinase,	  katalytisch,	  alpha-­‐Polypeptid	  
POLR2A	   RNA-­‐Polymerase	  2	  
PP2A	   Proteinphosphatase	  2A	  
PPARγ	   peroxisome	  proliferator-­‐activated	  receptor	  gamma	  
PTC	   papilläres	  Schilddrüsenkarzinom	  
PVDF	   Polyvinylidendifluorid	  
qPCR	   quantitative	  Polymerase-­‐Kettenreaktion	  
qRT-­‐PCR	   quantitative	  Reverse	  Transkription	  Polymerase-­‐Kettenreaktion	  
RAF	   V-­‐raf-­‐1	  murine	  leukemia	  viral	  oncogene	  homolog	  1	  (ursprünglich:	  Rapidly	  
Accelerated	  Fibrosarcoma)	  
RAS	   Rat	  sarcoma	  viral	  oncogene	  homolog	  
RET	   rearranged	  during	  transfection	  
RIN	   RNA	  integrity	  number	  
RISC	   RNA-­‐induced	  silencing	  complex	  
RKI	   Robert-­‐Koch-­‐Institut	  
RNA	   Ribonukleinsäure	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RNC	   ribosome-­‐nascent-­‐chain	  complex	  
rRNA	   ribosomale	  RNA	  
RT	   Reverse	  Transkription/	  Reverse	  Transkriptase	  
RT-­‐PCR	   Reverse	  Transkription	  -­‐	  Polymerase	  Kettenreaktion	  
S	   Svedberg	  (Einheit	  des	  Sedimentationskoeffizienten)	  
SABC	   Streptavidin-­‐Biotin-­‐Complex	  
SAK	   Sekundärantikörper	  
SCC	   squamous	  cell	  carcinoma	  
SCLC	   small-­‐cell	  lung	  carcinoma	  (kleinzelliges	  Lungenkarzinom)	  
SDCA	   Schilddrüsenkarzinom	  
SDS-­‐PAGE	   Sodium-­‐dodecylsulfate	  polyacrylamid	  gel-­‐electrophoresis	  
SERCA	   Sarcoplasmic	  endoplasmic	  reticulum	  Ca2+	  ATPase	  
shRNA	   short	  hairpin	  RNA	  
SILAC	   stable	  isotope	  labeling	  for	  amino	  acids	  in	  cell	  culture	  
siRNA	   small	  interfering	  RNA	  
SLC2A2	   solute	  carrier	  family	  2	  (facilitated	  glucose	  transporter),	  member	  2	  
sog.	   sogenannt(e)(s)	  
SOS	   son	  of	  sevenless	  
SOX2	   SRY	  (sex	  determining	  region	  Y)	  -­‐	  box	  2	  
SP	   Signalpeptidase	  
SR	   SRP-­‐Rezeptor	  
SRP	   signal	  recognition	  particle	  
STD	   Standardabweichung	  
STEC	   Shiga-­‐Toxin	  produzierende	  Escherischia	  coli	  
STIP	   stress	  induced	  phosphoprotein	  1	  
T	   Tumorgewebeproben	  
TA	   thyroid	  adenoma	  (Schilddrüsenadenom)	  
TBP	   TATA-­‐box	  binding	  protein	  
TEMED	   Tetraethylmethylendiamin	  
TERC	   telomerase	  RNA	  component	  
TG	   Thapsigargin	  
THPO	   thrombopoietin	  
TKI	   Tyrosinkinaseinhibitor	  
TLOC1	   human	  translocation	  protein	  1	  (Synonym:	  SEC62)	  
TOP2B	   Topoisomerase	  2B	  
TP53	   tumor	  protein	  53	  
TP63	   tumor	  protein	  63	  
TP73	   tumor	  protein	  73	  
Tris	   Tris(hydroxymethyl)-­‐aminomethan	  
TRK	   neurotrophic	  tyrosine	  kinase	  receptor	  1	  
tRNA	   transport	  RNA	  
u.a.	   unter	  anderem	  
UKS	   Universitätsklinikum	  des	  Saarlandes	  	  
UPR	   Unfolded	  Protein	  Response	  
UTR	   untranslatierte	  Region	  
v.a.	   vor	  allem	  
WB	   Western	  Blot	  
WHO	   World	  Health	  Organization	  
YAP1	   Yes-­‐associated	  protein	  1	  
XBP1s	   X-­‐box	  binding	  protein	  1	  mRNA,	  spliced	  version	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  	  	  	  ______________________________________	  Abkürzungsverzeichnis	  ______________________________________	  
	   	  
	   204	  
Ein-­‐	  bzw.	  Dreibuchstabencode	  für	  Aminosäuren	  (nach	  IUPAC):	  
	  
A	  (Ala)	   	  Alanin	   	   	   	  
C	  (Cys)	   	  Cystein	   	   	  
D	  (Asp)	   	  Aspartat	  	   	   	   	   	  
E	  (Glu)	   Glutamat	  
F	  (Phe)	   Phenylalanin	  
G	  (Gly)	   Glycin	  
H	  (His)	   Histidin	  
I	  (Ile)	   Isoleucin	  
K	  (Lys)	   Lysin	  
L	  (Leu)	   Leucin	  
M	  (Met)	   Methionin	  
N	  (Asn)	   Asparagin	  
P	  (Pro)	   Prolin	  
Q	  (Gln)	   Glutamin	  
R	  (Arg)	   Arginin	  
S	  (Ser)	   Serin	  
T	  (Thr)	   Threonin	  
V	  (Val)	   Valin	  
W	  (Trp)	   Tryptophan	  
Y	  (Tyr)	   	  Tyrosin	  
X	   	  nicht	  identifizierte	  Aminosäure	  
	  
	  
Einbuchstabencode	  für	  Nukleobasen	  (nach	  IUBMB):	  
	  
A	   	  Adenin	   	   	   	  
C	   	  Cytosin	  
G	   Guanin	  
T	   Thymin	  
U	   Uracil	   	   	  
	  
	  
Einheiten	  (nach	  SI):	  
	  
A	   	  Adenin	   	   	   	  
C	   	  Cytosin	  
G	   Guanin	  
T	   Thymin	  
U	   Uracil	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A	  N	  H	  A	  N	  G	  
	  
Tabelle	  A1:	  Epidemiologische,	  histopathologische	  und	  klinische	  Daten	  der	  untersuchten	  Lungenkarzinom-­‐Fälle.	  
Histologische	   Typisierung,	   Staging,	   Grading	   sowie	   klinisches	   Stadium	   sind	   entsprechend	   der	   Klassifikation	  
maligner	   Tumoren	   der	  WHO	   (7.	   Auflage	   2010;	   siehe	   Tab.	   A2/Abb.	   A1)	   angegeben,	   das	  Grading	   neoadjuvant	  
vorbehandelter	   Tumoren	   nach	   dem	   Bochumer	   Regressionsgrading	   (siehe	  Tab.	  A3).	   IHC	  =	  Immunhistochemie,	  
qRT-­‐PCR	  =	  quantitative	  real-­‐time	  RT-­‐PCR,	  M	  =	  männlich,	  W	  =	  weiblich	  
	  
	  
FALL$
NR.$ METHODEN$
GESCHLE
CHT$ ALTER$ HISTOLOGIE$ STAGING$
klin.$
Stadium$
GRA
DING$
1" IHC"+"qRT*PCR" M" 58" mi1elgradig"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT3,"pN0,"pMX,"L1,"V1;"R0" IIB" G2"
2" IHC"+"qRT*PCR" M" 52" Pla1enepithelkarzinom"mit"Anteilen"eines"sarkomatoiden"Karzinoms" pT3,"pN0;"R0" IIB" G3"
3" IHC"+"qRT*PCR" M" 68"
mi1elgradig"diﬀerenziertes,"fokal"
wenig"verhornendes"
Pla1enepithelkarzinom"
pT2a,"pN0,"pMX;"R0" IB" G2"
4" IHC"+"qRT*PCR" M" 71" mi1elgradig"diﬀerenziertes,"z.T."verhornendes"Pla1enepithelkarzinom" pT4,"pN0,"pMX,"L1,"V1;"R0" IIIA" G2"
5" IHC"+"qRT*PCR" W" 70" mi1elgradig"diﬀerenziertes,"verhornendes"Pla1enepithelkarzinom" pT3,"pN1,"L1,"V0,"pMX;"R0" IIIA" G2"
6" IHC" M" 71" mi1elgradig"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT2a,"pN1,"pMX,"L1,"V1;"R0" IIA" G2"
7" IHC" M" 73" gering"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT2a,"pN0,"pMX,"L1,"V0;"R0" IB" G3"
8" IHC"+"qRT*PCR" W" 57"
mi1elgradig"diﬀerenziertes"
Adenokarzinom"vom"bronchiolo*
alveolären"(gemischt"muzinös"und"
nonmuzinös)"und"papillären"Typ"
pT3,"N0,"L0,"V0;"R0" IIB" G2"
9" IHC"+"qRT*PCR" M" 61" mi1elgradig"diﬀerenziertes,"invasives,"verhornendes"Pla1enepithelkarzinom" pT2a,"pN0;"R0" IB" G2"
10" IHC"+"qRT*PCR" M" 56" mul_fokales,"gering"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT3,"pN0;"R0" IIB" G3"
11" IHC"+"qRT*PCR" M" 65"
mi1elgradig"diﬀerenziertes"
Adenokarzinom"mit"randständigen,"
kleinherdigen"Anteilen"eines"
bronchiolo*alveolären"Karzinoms"
pT3,"pN0;"R0" IIB" G3"
12" IHC"+"qRT*PCR" M" 50"
mi1elgradig"diﬀerenziertes,"invasives,"
gering"verhornendes"
Pla1enepithelkarzinom"
pT1a,"pN1,"L1;"R0" IIA" G2"
13" IHC"+"qRT*PCR" W" 79" invasives,"mi1elgradig"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT2a,"pNX,"pMX,"L0,"V1;"R0" IB" G2"
14" IHC"+"qRT*PCR" M" 70" gering"diﬀerenziertes,"verhornendes"Pla1enepithelkarzinom" pT2a,"pN0,"L1,"V1;"R0" IB" G3"
15" IHC"+"qRT*PCR" W" 58" mäßig"diﬀerenziertes,"teilweise"papilläres"Adenokarzinom" pT2a,"pN2,"pMX;"R0" IIIA" G2"
16" IHC"+"qRT*PCR" M" 61"
mi1elgradig"diﬀerenziertes,"gering"bis"
mäßig"verhornendes,"invasives"
Pla1enepithelkarzinom"
pT2b,"pN1,"V0,"pMX;"R0" IIB" G2"
17" IHC"+"qRT*PCR" M" 67" gering"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT3,"pN1,"pMX,"L1,"V0;"R0" IIIA" G3"
18" IHC"+"qRT*PCR" M" 82"
mi1elgradig"bis"gering"diﬀerenziertes,"
gering"verhornendes"
Pla1enepithelkarzinom"
pT3,"pN0,"pMX,"L1,"V1;"R0" IIB" G2"
19" IHC"+"qRT*PCR" M" 76" gering"diﬀerenziertes"Adenokarzinom" pT2b,"pN0,"L0,"V0;"R0" IIA" G3"
20" IHC"+"qRT*PCR" W" 69" heterogenes,"teils"azinäres"Adenokarzinom" pT3,"pN0,"pMX,"L1,"V1;"R0" IIB" G3"
21" IHC"+"qRT*PCR" M" 79" gering"diﬀerenziertes"Pla1enepithelkarzinom" pT1b,"pN0,"pMX;"R0" IA" G3"
22" IHC"+"qRT*PCR" M" 76" gering"diﬀerenziertes,"invasives"Pla1enepithelkarzinom" pT1b,"pN0,"pMX,"L0,"V0;"R0" IA" G3"
23" IHC"+"qRT*PCR" M" 73" mäßiggradig"diﬀerenziertes,"papilläres"Adenokarzinom" pT3,"pN1,"L1,"V1;"R0" IIIA" G2"
24" IHC"+"qRT*PCR" M" 64"
mäßiggradig"diﬀerenziertes,"
verhornendes,"invasives"
Pla1enepithelkarzinom"
pT1b,"pN0,"L0,"V0;"R0" IA" G2"
	  	  	  	  ______________________________________________	  Anhang	  ______________________________________________	  
	   	  
	   206	  	  
FALL$
NR.$ METHODEN$
GESCHLE
CHT$ ALTER$ HISTOLOGIE$ STAGING$
klin.$
Stadium$
GRA
DING$
25# IHC#+#qRT+PCR# M# 82# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT2b,#pN2,#L1,#V1;#R0# IIIA# G3#
26# IHC#+#qRT+PCR# W# 66# mulMple,#gering#diﬀerenzierte#Adenokarzinome# pT4,#pN1;#R0# IIIA# G3#
27# IHC#+#qRT+PCR# M# 75# gering#diﬀerenziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT3,#pN1,#L1,#V0;#R1# IIIA# G3#
28# IHC#+#qRT+PCR# W# 79# mäßiggradig#diﬀerenziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT2b,#pN0,#L1,#V1,#M1a# IV# G2#
29# IHC#+#qRT+PCR# M# 42# gering#diﬀerenziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT2a,#pN2,#L1,#V1;#R0# IIIA# G3#
30# IHC#+#qRT+PCR# M# 51# mäßiggradig#diﬀerenziertes,#verhornendes#Platenepithelkarzinom# pT2a,#pN1,#L0,#V0# IIA# G2#
31# IHC#+#qRT+PCR# M# 74# gering#diﬀerneziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT4,#pN2,#L1,#V1;#R1# IIIB# G3#
32# IHC#+#qRT+PCR# W# 58#
invasives,#niedrig#diﬀerenziertes,#
nicht#verhornendes#
PlaPenepithlekarzinom#
pT4,#pN2,#pMX,#L1,#V1;#R0# IIIB# G3#
33# IHC#+#qRT+PCR# W# 77# mäßiggradig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1b,#pN0,#L0,#V0# IA# G2#
34# IHC#+#qRT+PCR# M# 56# mäßiggradig#diﬀerenziertes,#verschleimendes#Adenokarzinom# pT2b,#pN2,#L1,#V0# IIIA# G2#
35# IHC#+#qRT+PCR# W# 69#
primäres,#solides#und#gering#
diﬀerenziertes#
PlaPenepithelkarzinom#
pT3,#pN0,#pMX# IIB# G3#
36# IHC#+#qRT+PCR# M# 57# mäßig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1a,#pN0,#pMX;#R0# IA# G2#
37# IHC#+#qRT+PCR# M# 53#
invasives,#mäßig#diﬀerenziertes,#
gemischt#diﬀerenziertes#
Adenokarzinom#
pT2a,#pN1,#L1,#V0;#R0# IIA# G2#
38# IHC#+#qRT+PCR# M# 57# mäßig#diﬀerenziertes,#parMell#verhornendes#PlaPenepithelkarzinom# pT3,#pN2;#R0# IIIA# G2#
39# IHC#+#qRT+PCR# W# 64# mäßiggradig#diﬀerenziertes,#parMell#verhornendes#PlaPenepithelkarzinom# pT2a,#pN0;#R0# IB# G2#
40# IHC#+#qRT+PCR# M# 67# niedrig#diﬀerenziertes,#gering#verhornendes#PlaPenepithelkarzinom# pT1a,#pN1;#R0# IIA# G3#
41# IHC#+#qRT+PCR# W# 69# mäßig#diﬀerenziertes,#parMell#verhornendes#PlaPenepithelkarzinom# pT2a,#pN0,#L0,#V0;#R0# IB# G2#
42# IHC#+#qRT+PCR# M# 74# gering#diﬀerenziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT3,#pN1,#V1,#L1;#R0# IIIA# G3#
43# IHC#+#qRT+PCR# W# 56# gemischtes,#mäßig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT2a,#pN2;#R0# IIIA# G2#
44# IHC#+#qRT+PCR# W# 68# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT2a,#pN1;#R0# IIA# G3#
45# IHC#+#qRT+PCR# M# 47#
mäßiggradig#diﬀerenziertes#
Adenokarzinom#vom#gemischten#
Subtyp#
pT3,#pN0;#R0# IIB# G2#
46# IHC#+#qRT+PCR# M# 73# miPel+#bis#geringgradig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# rpT2a,#pN2;#R0# IIIA# G3#
47# IHC#+#qRT+PCR# M# 58# gering#diﬀerenziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT3,#pN0;#R0# IIB# G3#
48# IHC#+#qRT+PCR# M# 64#
mäßig#bis#gering#diﬀerenziertes,#
parMell#verhornendes#
PlaPenepithelkarzinom#
pT2a,#pN0;#R0# IB# G3#
49# IHC#+#qRT+PCR# M# 62# mäßig#diﬀerenziertes,#verhornendes#PlaPenepithelkarzinom# pT1a,#pN0,#L1,#V1;#R0# IA# G2#
50# IHC#+#qRT+PCR# M# 53# miPelgradig#diﬀerenziertes,#invasives#PlaPenepithelkarzinom# pT2a,#pN0,#L0,#V0;#R0# IB# G3#
51# IHC#+#qRT+PCR# M# 74# mulMfokales,#gering#diﬀerenziertes#PlaPenepithelkarzinom# pT4,#pN2,#L1,#V1,#Pn1# IV# G3#
52# IHC#+#qRT+PCR# W# 75#
miPelgradig#diﬀerenziertes#
Adenokarzinom#vom#gemischten#
Subtyp#
pT2a,#pN0,#L0,#V0;#R0# IB# G2#
53# IHC#+#qRT+PCR# M# 60# mäßig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1b,#pN0,#V0;#R0# IA# G2#
54# IHC#+#qRT+PCR# W# 71# mäßig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1a,#pN2;#R0# IIIA# G2#
55# IHC#+#qRT+PCR# M# 71# mäßiggradig#diﬀerenziertes,#papilläres#Adenokarzinom# pT2a,#pN0,#L0,#V0;#R0# IB# G2#
56# IHC#+#qRT+PCR# W# 52# mäßig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom#vom#gemischten#Subtyp# pT4,#pN0# IIIA# G2#
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FALL$
NR.$ METHODEN$
GESCHLE
CHT$ ALTER$ HISTOLOGIE$ STAGING$
klin.$
Stadium$
GRA
DING$
57# IHC#+#qRT+PCR# M# 57# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1b,#pN0;#R0# IA# G3#
58# IHC#+#qRT+PCR# W# 56# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT2b,#pN0,#L0,#V1;#R0# IIA# G3#
59# IHC#+#qRT+PCR# M# 56# mäßiggradig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT2a,#pN2,#L0,#V0;#R0# IIIA# G2#
60# IHC#+#qRT+PCR# W# 53# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT3,#pN1,#L1,#V0;#R0# IIIA# G3#
61# IHC#+#qRT+PCR# M# 78# Metastase#eines#primär#colorektalen#Adenokarzinoms# +++# +++# +++#
62# IHC#+#qRT+PCR# M# 74# miRelgradig#diﬀerenziertes,#papilläres#Adenokarzinom# pT3,#pN0,#pMX# IIB# G2#
63# IHC#+#qRT+PCR# M# 72#
miRelgradig#diﬀerenziertes,#invasives,#
teils#ausgedehnt#extrazellulär#
verschleimendes#Adenokarzinom#
pT2b,#pN0;#R0# IIA# G2#
64# IHC#+#qRT+PCR# M# 67# invasives,#miRelgradig#diﬀerenziertes,#muzinöses#Adenokarzinom# pT3,#pN2;#R0# IIIA# G2#
65# IHC#+#qRT+PCR# M# 57#
nach#neoadjuvanter#Chemotherapie#
ausgeprägt#regressiv#verändertes#
PlaRenepithelkarzinom#
ypT3,#ypN2,#L1,#V1,#ypMX# IIIA# 2A#
66# IHC#+#qRT+PCR# M# 75#
gering#diﬀerenziertes#
PlaRenepithelkarzinom#mit#
ausgeprägter#Lymphangiosis#
carcinomatosa#
pT3,#pN1,#L1,#V0;#R1# IIIA# G3#
67# IHC#+#qRT+PCR# M# 71# gering#diﬀerenziertes#PlaRenepithelkarzinom# pT4,#pN1,#pMX,#L1,#V1# IIIA# G3#
68# IHC#+#qRT+PCR# M# 68# mäßig#diﬀerenziertes#PlaRenepithelkarzinom# pT1b,#pN1,#pMX;#R0# IIA# G2#
69# IHC#+#qRT+PCR# M# 64# gering#diﬀerenziertes,#invasives#PlaRenepithelkarzinom# pT4,#pN1,#L1,#V1;#R0# IIIA# G3#
70# IHC#+#qRT+PCR# M# 54# gering#diﬀerenziertes,#basaloides#PlaRenepithelkarzinom# pT1b,#pN2,#L1# IIIA# G3#
71# IHC#+#qRT+PCR# W# 69# gering#diﬀerenziertes#PlaRenepithelkarzinom# pT1b,#pN2,#L1,#V0# IIIA# G3#
72# IHC#+#qRT+PCR# M# 52# miRelgradig#diﬀerenziertes#PlaRenepithelkarzinom# pT2a,#ypN0;#R0# IB# 2B#
73# IHC#+#qRT+PCR# W# 65# mäßiggradig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT2a,#pN0,#pMX;#R0# IB# G2#
74# IHC#+#qRT+PCR# W# 68# invasives,#miRelgradig#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT3,#pN1,#pMX,#L0,#V0# IIIA# G2#
75# IHC# W# 64# gering+#bis#entdiﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT4,#pN0,#L1,#V1;#R1# IIIA# G3#
76# IHC# M# 65#
fokal#nur#gering#diﬀerenziertes,#
pulmonales#Adenokarzinom#vom#
Mischtyp#
pT2a,#pN2,#L1,#V1;#R0# IIIA# G3#
77# IHC# M# 69# gering#diﬀerenziertes,#invasives#PlaRenepithelkarzinom# pT2b,#pN0,#L1,#V1;#R0# IIA# G3#
78# IHC# M# 74# hellzelliges#pulmonales#Adenokarzinom# pT1b,#pN0;#R0# IA# G3#
79# IHC# M# 72# mäßiggradig#diﬀerenziertes,#invasives,#verhornendes#PlaRenepithelkarzinom# pT1a,#pN0,#L0,#V0;#R0# IA# G2#
80# IHC# W# 67# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1b,#pN0,#L0,#V1;#R0# IA# G3#
81# IHC# M# 76# gut#diﬀerenziertes,#papilläres#PlaRenepithelkarzinom# pT1a,#pN0;#R0# IA# G1#
82# IHC# M# 69# miRelgradig#diﬀerenziertes,#verhornendes#PlaRenepithelkarzinom# pT4,#pN2,#L1,#V0# IIIB# G2#
83# IHC# M# 68# fokal#nur#gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1a,#pN0;#R0# IA# G3#
84# IHC# W# 73# miRelgradig#diﬀerenziertes,#verhornendes#PlaRenepithelkarzinom# pT2a,#pN0,#L0,#V0;#R1# IB# G2#
85# IHC# M# 78# gering#diﬀerenziertes#Adenokarzinom# pT1b,#pN1,#pMX,#L1;#R1# IIA# G3#
86# IHC# M# 79# miRelgradig#diﬀerenziertes,#verhornendes#PlaRenepithelkarzinom# pT4,#pN2,#L1,#V0;#R0# IIIB# G2#
87# IHC# M# 67# gering#diﬀerenziertes#PlaRenepithelkarzinom# pT3,#pN0,#pMX,#L0,#V0;#R0# IIB# G3#
88# IHC# M# 53# gering#diﬀerenziertes#PlaRenepithelkarzinom# pT1b,#pN0,#pMX,#V1;#R0# IA# G3#
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Tabelle(n)	  A2:	   Staging	   nicht-­‐kleinzelliger	   Lungenkarzinome	   (NSCLC)	   entsprechend	   der	   Klassifikation	  maligner	  
Tumoren	  der	  WHO	  (7.	  Auflage	  2010)/IASLC	  2007	  [Goldstraw	  et.	  al	  2007].	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Abb.	  A1:	  Einteilung	  der	  Lungenkarzinomfälle	   in	  prognoseorientierte,	  klinische	  Stadien	  nach	  abgeschlossenem	  
Staging	   entsprechend	   der	   Klassifikation	   maligner	   Tumoren	   der	   WHO	   (7.	   Auflage	   2010).	   In	   Anlehnung	   an	  
[Goldstraw	  et.	  al	  2007].	  	  	  
	  	  	  	  	  
Tabelle	  A3:	  „Bochumer	  Regressionsgrading“	  neoadjuvant	  vorbehandelter,	  nicht-­‐kleinzelliger	  Lungenkarzinome	  
[Junker	  et	  al.	  2001].	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Abb.	   A2:	   Detaildarstellung	   der	   qRT-­‐PCR-­‐Daten	   für	   die	   72	   mit	   dieser	   Methode	   untersuchten	  
Lungenkarzinomfälle	   (Fälle	   1	   bis	   5	   sowie	   8	   bis	   74	   aus	   Tabelle	   A1).	   Neben	   den	   CT-­‐Werten	   und	   der	   relativen	  
SEC62-­‐Expression	   sind	   repräsentative	   Fotografien	   von	   HE-­‐gefärbten	   Kryoschnitten	   der	   entsprechenden	  
Frischgewebeproben	   von	   Tumor	   (oben)	   bzw.	   tumorfreiem	   Lungengewebe	   (unten)	   dargestellt.	   Alle	   CT-­‐Werte	  
wurden	  dreifach	  (als	  Triplicate)	  bestimmt,	  entsprechend	  sind	  hier	  Mittelwert	  sowie	  Standardabweichung	  bzw.	  
der	  Range	  der	  daraus	  errechneten,	  relativen	  SEC62-­‐Expression	  angegeben.	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Tabelle	   A4:	   Detaildarstellung	   der	   IHC-­‐Daten	   für	   die	   118	   mit	   dieser	   Methode	   untersuchten	  
Lungenkarzinomfälle.	   Für	   jeden	   Fall	   sind	   der	   immunreaktive	   Score	   (IRS)	   von	   Tumor	   sowie	   tumorfreiem	  
Lungengewebe	  angegeben.	  Die	  Nummerierung	  der	  Fälle	  entspricht	  den	  Angaben	  in	  Tabelle	  A1.	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Tabelle	   A5:	   Epidemiologische,	   histopathologische	   und	   klinische	   Daten	   der	   10	   untersuchten	  
Schilddrüsenkarzinom-­‐Fälle.	   Histologische	   Typisierung	   und	   Staging	   sind	   entsprechend	   der	   Klassifikation	  
maligner	   Tumoren	   der	   WHO	   (6.	   Auflage	   2003;	   siehe	   Tab.	   A5)	   angegeben	   [De	   Lellis	   et	   al.	   2004].	   IHC	   =	  
Immunhistochemie,	  qRT-­‐PCR	  =	  quantitative	  real-­‐time	  RT-­‐PCR,	  W	  =	  weiblich	  
	  
	  	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
FALL$
NR.$ METHODEN$ GESCHLECHT$
ALTER$
[Jahre]$ HISTOLOGIE$ STAGING$
1" IHC"+"qRT*PCR" W" 48" mul2fokales,"papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT3,"pNX,"pMX"
2" IHC"+"qRT*PCR" W" 39" zum"Teil"follikulär"diﬀerenziertes,"papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT3"(mul2fokal),"R1""
3" IHC"+"qRT*PCR" W" 60" papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT3,"pN2b,"pMX,"R0"
4" IHC"+"qRT*PCR" W" 52" papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT3,"pNX,"R0"
5" IHC"+"qRT*PCR" W" 59"
mul2fokales,"follikuläres"
Schilddrüsenkarzinom"mit"ausgedehnter"
Kapselinvasion"
pT1,"R0"
6" IHC"+"qRT*PCR" W" 67" papilläres"Schilddrüsenkarzinom"vom"follikulären"Subtyp" pT1b,"R0"
7" IHC"+"qRT*PCR" W" 46" papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT2b,"pN1,"RX"
8" IHC"+"qRT*PCR" W" 55" mul2fokales,"papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT1"
9" IHC"+"qRT*PCR" W" 72" papilläres"Schilddrüsenkarzinom" pT3,"pN1a,"R0"
10" IHC"+"qRT*PCR" W" 49"
Organüberschreitend"wachsendes,"papilläres"
Schilddrüsenkarzinom"von"teils"
konven2onellem"Subtyp"mit"hellzelligen"
Anteilen"und"fokaler"
Pla[enepithelmetaplasie"
pT3,"pN1b,"L1,"V1,"
pN1,"R1"
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Tabelle	  A6:	   Staging	   	   differenzierter	   Schilddrüsenkarziome	  entsprechend	  der	   Klassifikation	  maligner	   Tumoren	  
der	  WHO	  (6.	  Auflage	  2003).	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Abb.	  A3:	  Detaildarstellung	  der	  IHC-­‐	  und	  qRT-­‐PCR-­‐Daten	  für	  die	  10	  untersuchten	  Schilddrüsenkarzinomfälle.	  Für	  
die	  qRT-­‐PCR	  (obere	  Abbildungshälfte)	  sind	  jeweilis	  die	  erhaltenen	  CT-­‐Werte	  und	  die	  daraus	  errechnete	  relative	  
Expression,	   HE-­‐gefärbte	   Schnitte	   der	   FFPE-­‐Blöcke	   aus	   denen	   die	   RNA	   isoliert	   wurde	   sowie	   das	   Ergebnis	   der	  
RNA-­‐Analyse	   gezeigt.	   Für	   die	   IHC	   (untere	   Abbildungshälfte)	   sind	   repräsentative	   Fotografien	   der	   Sec62-­‐IHC	  
sowie	  von	  Positiv-­‐	  und	  Negativkontrolle	  des	  jeweiligen	  Falles	  dargestellt.	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  the	  mammalian	  ER.	  EMBO	  J	  31:3282-­‐3296	  
	  
Johanna	   Dudek,	   Sven	   Lang,	   Stefan	   Schorr,	   Johannes	   Linxweiler,	   Markus	   Greiner,	   Richard	  
Zimmermann	  (2012)	  Analysis	  of	  protein	  translocation	  into	  the	  endoplasmic	  reticulum	  of	  human	  cells.	  
in:	  Methods	   in	  Molecular	   Biology	   (Herrmann	   J,	   Rapaport	   D,	   eds),	   Humana	   Press,	   New	   York	   2012,	  
accepted	  for	  publication	  
	  
	  
Posterpräsentationen	  
 
9th	  CIMT	  (Association	  for	  Cancer	  Immunotherapy)	  annual	  meeting	  „Targeting	  Cancer.	  Roadmaps	  for	  
Success“;	  25.-­‐27.05.2011,	  Mainz	  
„Sec62	   in	   cancer	   cells	   -­‐	   from	   molecular	   function	   to	   therapeutic	   targets“	   (Markus	   Greiner,	   Birgit	  
Klemmer,	  Johannes	  Linxweiler,	  Maximilian	  Linxweiler,	  Anika	  Müller,	  Sven	  Lang,	  Rainer	  Bohle,	  Rainer	  
Grobholz,	  Gerhard	  Unteregger,	  Volker	  Jung,	  Bernd	  Wullich	  und	  Richard	  Zimmermann)	  
	  
ISREC	  (Institute	  Suisse	  de	  Recherche	  Expérimentale	  sur	  le	  Cancer)	  Symposium	  2011:	  „Hallmarks	  and	  
horizons	  of	  cancer“;	  07.-­‐10.09.2011,	  Lausanne/	  Schweiz	  	  
„Sec62	   in	   human	   cancer	   -­‐	   from	  molecular	   function	   to	   therapeutic	   targets“	   (Maximilian	   Linxweiler,	  
Johannes	  Linxweiler,	  Markus	  Greiner,	  Birgit	  Klemmer,	  Anika	  Müller,	  Sven	  Lang,	  Rainer	  Bohle,	  Rainer	  
Grobholz,	  Gerhard	  Unteregger,	  Volker	  Jung,	  Bernd	  Wullich	  und	  Richard	  Zimmermann)	  
	  
2nd	  Symposium	  „Physics	  of	  Cancer“;	  13.-­‐15.10.2011,	  Leipzig	  
„Identification	  of	  SEC62	  as	  a	  new	  migration	  stimulating	  oncogene	  in	  human	  lung	  cancer“	  (Maximilian	  
Linxweiler,	   Johannes	   Linxweiler,	   Markus	   Greiner,	   Birgit	   Klemmer,	   Anika	  Müller,	   Sven	   Lang,	   Rainer	  
Bohle,	  Rainer	  Grobholz,	  Gerhard	  Unteregger,	  Volker	  Jung,	  Bernd	  Wullich	  und	  Richard	  Zimmermann)	  
	  
SFB894/	  MCBO/	  GK1326	   Joint	  Meeting	   “Calcium	   Signaling:	  Molecular	  Mechanisms	   and	   Integrative	  
Functions“;	  27.-­‐28.10.2011,	  Homburg/	  Saar	  
„Novel	   functions	   of	   Sec62	   in	   cell	   migration	   and	   ER	   stress	   response“	   (Stefan	   Schorr,	   Maximilian	  
Linxweiler,	   Johannes	   Linxweiler,	   Markus	   Greiner,	   Sven	   Lang,	   Adolfo	   Cavalié	   und	   Richard	  
Zimmermann)	  	  
	  
30.	  Deutscher	  Krebskongress,	  22.-­‐25.02.2012,	  Berlin	  
„SEC62	  -­‐	  A	  new	  oncogene	  bridging	  the	  gap	  from	  3q	  amplification	  to	  molecular	  cell	  biology	  in	  NSCLC“	  
(Johannes	   Linxweiler,	   Maximilian	   Linxweiler,	   Markus	   Greiner,	   Monika	   Barth,	   Volker	   Jung,	   Rainer	  
Grobholz,	  Yoo-­‐Jin	  Kim,	  Rainer	  M.	  Bohle	  und	  Richard	  Zimmermann)	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An	  dieser	  Stelle	  möchte	  ich	  gerne	  all	  denen	  meinen	  ganz	  besonderen	  Dank	  aussprechen,	  die	  mich	  bei	  
der	   Durchführung	   dieser	   Dissertationsarbeit	   unterstützt	   und	   entscheidend	   zu	   deren	   Gelingen	   mit	  
beigetragen	  haben.	  An	  erster	   Stelle	   sind	  mein	  Doktorvater	  Prof.	  Dr.	   rer.	  nat.	  Richard	  Zimmermann	  
sowie	   mein	   Betreuer	   Dr.	   rer.	   nat.	   Markus	   Greiner	   vom	   Institut	   für	   medizinische	   Biochemie	   und	  
Molekularbiologie	   zu	  nennen,	  die	  mich	  während	  meiner	  Arbeiten	   in	  den	   letzten	  knapp	  drei	   Jahren	  
auf	  jede	  erdenkliche	  Art	  vorbildlich	  unterstützt	  haben	  und	  mir	  eine	  Betreuung	  zukommen	  ließen	  wie	  
man	   sie	   sich	   als	   Doktorand	   nicht	   besser	   wünschen	   kann.	   Vielen	   Dank	   für	   Euer	   mir	  
entgegengebrachtes	  Vertrauen,	  das	  es	  mir	  ermöglichte	  wertvolle	  Erfahrungen	  in	  dem	  eigenständigen	  
Verfassen	   von	  Publikationen	  und	   Forschungsanträgen	   zu	   sammeln	   von	  denen	   ich	   auch	   im	  Hinblick	  
auf	  meine	  zukünftige	  wissenschaftliche	  Tätigkeit	  sehr	  profitiert	  habe.	  Darüber	  hinaus	  möchte	  ich	  der	  
gesamten	  AG	  Zimmermann	  für	  viele	  hilfreiche	  Diskussionen,	  die	  große	  Hilfsbereitschaft	  und	  Geduld	  
insbesondere	  während	  meiner	  Anfangszeit	  im	  Labor	  und	  natürlich	  die	  unvergleichliche	  Stimmung	  in	  
der	  Arbeitsgruppe	  danken	  durch	  welche	  die	   Labortätigkeit	   neben	  dem	  Studium	   für	  mich	  nicht	  nur	  
mit	  einer	   zusätzlichen	  Belastung	  sondern	  auch	  mit	  viel	   Spaß	  und	  Freude	  an	  der	  wissenschaftlichen	  
Tätigkeit	   verbunden	   war.	   Weiterhin	   gilt	   mein	   großer	   Dank	   Dr.	   rer.	   nat.	   Volker	   Jung	   und	   dem	  
gesamten	   Team	  des	   urologischen	   Forschungslabors	   des	  UKS	   (Eva	   Schmitt,	   Helga	   Angeli	   und	  Maria	  
Link)	  die	  mich	  während	  der	  ersten	  18	  Monate	  meiner	  Arbeiten	  bei	  sich	  aufnahmen,	  mir	  Material	  und	  
Arbeitsplatz	  zur	  Verfügung	  stellten	  und	  mich	  stets	  sehr	  großzügig	  unterstützten.	  Auch	  ohne	  unsere	  
Kooperationspartner	   vom	   Institut	   für	   allgemeine	   und	   spezielle	   Pathologie	   des	   UKS,	   insbesondere	  
Prof.	   Dr.	   med.	   Rainer	   M.	   Bohle,	   PD	   Dr.	   med.	   Yoo-­‐Jin	   Kim,	   Jens	   Krämer,	   Kai	   Schmitt	   sowie	   Nadja	  
Chomyn,	  die	  zu	  jeder	  Zeit	  als	  Ansprechpartner	  vor	  allem	  im	  Bereich	  Immunhistologie	  zur	  Verfügung	  
standen	  und	  mir	  zahlreiche	  Gewebeproben	  für	  meine	  Untersuchungen	  zur	  Verfügung	  stellten,	  wäre	  
die	   Durchführung	   vieler	   Experimente	   in	   der	   hier	   dargestellten	   Form	   nicht	   möglich	   gewesen.	   In	  
diesem	   Zusammenhang	   möchte	   ich	   auch	   Prof.	   Dr.	   med.	   Rainer	   Grobholz,	   mittlerweile	   Leiter	   des	  
pathologischen	   Instituts	   am	   Kantonsspital	   Aarau	   (Schweiz),	   erwähnen,	   der	   mir	   beim	   Erlernen	   der	  
histopathologischen	   Techniken	   eine	   große	   Hilfe	   war.	   Weiterhin	   möchte	   ich	   Anne	   Kerber	   vom	  
histologischen	  Labor	  der	  Klinik	  für	  Dermatologie,	  Prof.	  Dr.	  rer.	  nat.	  Winfried	  Linxweiler,	  Prof.	  Richard	  
Linxweiler,	  dem	  Team	  des	  Forschungslabors	  der	  Klinik	  für	  HNO-­‐Heilkunde	  des	  UKS	  sowie	  dem	  Team	  
des	  Gynäkozytolgie-­‐	   und	   IVF-­‐Labors	   der	   Klinik	   für	   Frauenheilkunde	  des	  UKS	   für	   ihre	  Unterstützung	  
danken.	   Nicht	   zuletzt	   gilt	   mein	   Dank	   meiner	   Familie	   und	   meinen	   Freunden	   (insbesondere	   dem	  
„harten	  Kern“	  des	  kulinarischen	  Donnerstagstrainings),	  die	  stets	  hinter	  mir	  standen,	  Verständnis	  für	  
meine	  zeitliche	  Ein-­‐	  und	  teils	  mentale	  Angespanntheit	  während	  der	  letzten	  Jahre	  zeigten	  und	  es	  auch	  
verstanden	  mich	  in	  Phasen	  in	  denen	  es	  im	  Labor	  nicht	  so	  gut	  lief	  wieder	  aufzumuntern.	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Name:	   	   	   Johannes	  Linxweiler	  
Anschrift:	   	   Hirtenstraße	  9a	  
	   	   	   66606	  St.	  Wendel	  
Geburtsdatum/-­‐ort:	   15.02.1987	  in	  Homburg/Saar	  
Familienstand:	   	   ledig	  
Staatsangehörigkeit:	   Deutsch	  
Religionszugehörigkeit:	  Christlich-­‐Protestantisch	  
	  
Schulausbildung:	  
	  
• Besuch	  der	  Grundschule	  Niederkirchen	  der	  Kreisstadt	  St.	  Wendel	  09/1993	  –	  07/1997	  
• Besuch	  des	  Arnold-­‐Janssen-­‐Gymnasiums	  St.	  Wendel	  09/1997	  –	  06/2006	  
• Erwerb	   der	   allgemeinen	   Hochschulreife	   (Abitur)	   am	   Arnold-­‐Janssen-­‐Gymnasium	   St.	  
Wendel	  am	  20.06.2006	  (Notendurchschnitt	  1,3)	  
• Im	  Abiturjahrgang	  2006	  Auszeichung	  mit	  folgenden	  Preisen:	  
o Preis	  der	  Deutschen	  Physikalischen	  Gesellschaft	  (DPG)	  für	  Leistungen	  im	  Fach	  
Physik	  
	  
o „Adolf-­‐Bender-­‐Preis	   zur	   Förderung	   der	   demokratischen	   Bildung“	   des	   Adolf-­‐
Bender-­‐Zentrums	  St.	  Wendel	  für	  Leistungen	  im	  Fach	  Geschichte	  
	  
o „Elite-­‐Förderpreis“	   des	   Rotary	   Club	   Neunkirchen/Saar	   (gemeinsam	   mit	   M.	  
Linxweiler)	  
	  
	  
Absolvierung	  des	  neunmonatigen	  Zivildienstes	  am	  Missionshaus	  St.	  Wendel	  der	  Steyler	  Missionare	  im	  
pflegerischen/handwerklichen/pädagogischen	  Bereich	  08/2006	  -­‐	  04/2007	  
	  
	  
Hochschulausbildung:	  
	  
• Studium	   der	   Humanmedizin	   an	   der	   medizinischen	   Fakultät	   der	   Universität	   des	  
Saarlandes	  (Homburg/Saar)	  seit	  WS	  2007/2008	  
	  
• Ablegung	   des	   ersten	   Abschnitts	   der	   ärztlichen	   Prüfung	   am	   18./19.08.2009	  
(schriftlicher	   Teil)	   bzw.	   09.09.2009	   (mündlich-­‐praktischer	   Teil)	  mit	   der	   Gesamtnote	  
sehr	  gut	  (1,0)	  
	  
• Stipendiat	  der	  Studienstiftung	  des	  deutschen	  Volkes	  seit	  WS	  2010/2011	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• Förderung	  innerhalb	  des	  Programmes	  „MLP	  medical	  excellence“	  seit	  WS	  2010/2011	  
• Unterstützung	  der	   Promotionsarbeit	   durch	   ein	   Stipendium	  der	   Studienstiftung	   Saar	  
(2010/2011)	  
	  
• Auszeichnung	   mit	   dem	   Forschungspreis	   2012	   des	   Vereins	   der	   Freunde	   des	  
Universitätsklinikums	  des	  Saarlandes	  e.V.	  (gemeinsam	  mit	  M.	  Linxweiler)	  
	  
Famulaturen:	  
	  
• 15.09.2010	   bis	   15.10.2010:	   Union	   Hospital	   Wuhan,	   Lehrkrankenhaus	   des	   Tongji	  
Medical	   College	   der	   Huazhong	   University	   of	   Science	   and	   Technology	   (Wuhan,	   VR	  
China)	   –	   Abteilungen	   für	   Chirurgie	   (Viszeralchirurgie,	   Handchirurgie)	   und	   TCM	  
(traditionelle	  chinesische	  Medizin)	  
	  
• 07.03.2011	   bis	   06.04.2011:	   Universitätsklinikum	   des	   Saarlandes,	   Klinik	   für	  
Anästhesiologie,	   Intensivmedizin	   und	   Schmerztherapie	   –	   interdisziplinäre	   operative	  
Intensivstation	  (IOI)	  und	  OP-­‐Bereich	  Allgemeinchirurgie	  
	  
• 12.09.2011	  bis	  11.10.2011:	  Charité	  Universitätsmedizin	  Berlin,	  Insitut	  für	  Radiologie/	  
Klinik	  für	  Strahlenheilkunde,	  Campus	  Virchow	  Klinikum	  
	  
• 01.03.2012	   bis	   02.04.2012:	   Universitätsklinikum	   des	   Saarlandes,	   Internistische	  
Notfallambulanz	  (CM-­‐A)	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